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1. Einleitung 
 
Die Evolution hat im Laufe der Jahrmillionen eine Vielfalt an Organismen 
verschiedenster Komplexität geschaffen. Der Mensch ist unter ihnen ein besonderer 
Fall. In keinem anderen bisher bekannten Organismus sind die kognitiven Fähigkeiten 
so ausgeprägt und vielseitig. Unumstritten ist, dass Kognition an Prozesse im Gehirn 
gekoppelt und somit von der Funktionstüchtigkeit dieses Organs abhängig ist. 
Krankhafte Veränderungen des Gehirns führen häufig zu Einschränkungen oder gar 
Verlusten der geistigen Fähigkeiten beim Menschen. Als Ursachen solcher 
drastischen Veränderungen kommen sowohl umweltbedingte aber vor allem auch 
genetische Faktoren in Frage. Die Aufklärung der genetischen Ursachen 
gehirnspezifischer Erkrankungen ist eine der großen Herausforderungen der 
modernen Humangenetik. Die Identifizierung sowie die Charakterisierung der 
Funktionen von Genen, die durch Mutationen für die Entstehung der Krankheitsbilder 
verantwortlich sind, ist ein wichtiger Schritt, um ein besseres Verständnis über die 
molekularen und pathogenetischen Mechanismen zu erhalten, denen die Krankheiten 
zugrunde liegen. Dadurch ließen sich sicherlich bessere Methoden zur Diagnostik 
entwickeln. Vielleicht könnten sogar, langfristig gesehen, Therapiemöglichkeiten für 
betroffene Personen angeboten werden.  
 
 
1.1  Geistige Behinderung (mentale Retardierung) 
Die geistige Behinderung (mental retardation, MR) ist charakterisiert durch eine 
unvollständige und verzögerte Entwicklung der geistigen Fähigkeiten, besonders sind 
die kognitiven, sprachlichen und motorischen sowie die sozialen Fähigkeiten 
betroffen. Diese Krankheit prägt sich noch vor Erreichen des Erwachsenenalters aus 
und hat sowohl genetische als auch umweltbedingte Ursachen. Auch soziale Faktoren 
spielen eine Rolle. Da geistige Behinderung einen Einfluss auf die 
Intelligenzleistungen hat, kann man die Schwere dieser Krankheit bei betroffenen 
Personen anhand des Ausmaßes der Intelligenzminderung evaluieren. Im 
Allgemeinen werden die geistigen Fähigkeiten eines Menschen durch standardisierte 
Intelligenztests ermittelt z.B. mit dem Hamburg-Wechsler-Test (Wechsler, 1974). Als 
durchschnittlicher Intelligenzwert in der Gesamtbevölkerung wurde der Wert 100 
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festgelegt. Je nach ermitteltem Intelligenzwert, wird die geistige Einschränkung nach 
dem Klassifikationsschema ICD-10 der Weltgesundheitsorganisation (WHO) in 
verschiedene Kategorien eingeteilt (Remschmidt and Schmidt, 1994), wie in Tabelle 
1.1 aufgeführt.  
 
Tabelle 1.1: Einteilung der geistigen Behinderung nach ICD-10 der WHO 
Klassifikation nach ICD-10 Intelligenzquotient 
leichte Intelligenzminderung 50 bis 69 
mittelgradige Intelligenzminderung 35 bis 49 
schwere Intelligenzminderung 20 bis 34 
schwerste Intelligenzminderung < 20 
 
 
Man geht davon aus, dass in industrialisierten Ländern etwa 2 bis 3 Prozent der 
Bevölkerung von geistiger Behinderung betroffen sind (Chelly and Mandel, 2001; 
Leonard and Wen, 2002). Von allen geistigen Behinderungen machen die leichten 
geistigen Behinderungen mit 80 Prozent den Großteil aus. Traumatische 
Einwirkungen (Gehirnblutungen, Sauerstoffmangel), prä- und postnatale Infektionen 
mit bestimmten Krankheitserregern (z.B. Enzephalitis, Meningitis), 
Toxineinwirkungen (Drogen und Alkohol), Umwelteinflüsse (z.B. Armut und 
Ernährungsweise) tragen neben den genetischen Faktoren (z.B. 
Chromosomenanomalien) zu dieser Krankheit bei. Besonders interessant sind die 
genetischen Ursachen, da ihnen bei der Entstehung schwerer geistiger Behinderungen 
eine große Bedeutung zukommt. Je nach Ausmaß der genetischen Veränderung 
können die Auswirkungen unterschiedlich stark ausfallen, so dass neben klinischen 
Befunden, in denen nur geistige Behinderung diagnostiziert wurde, oft auch Befunde 
mit zusätzlichen klinischen Symptomen vorkommen. Auffälligerweise kommen bei 
geistig behinderten Personen Gehirnabnormalitäten häufiger vor als bei gesunden 
Kontrollpersonen (Stevenson et al., 2003). 
 
Bei der geistigen Behinderung wird zwischen syndromaler und nicht-syndromaler  
Form unterschieden. Die syndromale Form zeichnet sich dadurch aus, das neben der 
geistigen Behinderung noch weitere klinische Symptome auftreten, wie. z.B. 
 - 2 - 
                                                                                                                                      Einleitung 
Mikrozephalie, Dysmorphien, neurologische und metabolische Störungen. Bei der 
nicht-syndromalen Form treten bis auf die Verluste der intellektuellen Fähigkeiten 
keine weiteren pathologischen Befunde auf (Gecz and Mulley, 2000). 
 
 
1.2  X-chromosomal vererbte geistige Behinderung (XLMR) 
Interessanterweise tritt nach Analyse der genetischen Faktoren die geistige 
Behinderung häufiger bei Männern als bei Frauen auf (Chelly and Mandel, 2001), 
woraus schon frühzeitig geschlossen wurde, dass eine nicht unbeträchtliche Anzahl an 
Faktoren auf dem X-Chromosom für die Entwicklung von geistigen Fähigkeiten 
notwendig ist, und Veränderungen in diesen Faktoren als Ursache der Krankheit 
postuliert wurden (Lehrke, 1972). Ist die geistige Behinderung auf den Defekt X-
chromosomaler Gene zurückzuführen, so spricht man von X-chromosomal vererbter 
geistiger Behinderung (X-linked mental retardation, XLMR), welche auch in eine 
syndromale (S-XLMR) und nicht-syndromale Form (NS-XLMR) eingeteilt wird. 
Etwa 1,8 von 1000 neugeborenen Jungen tragen einen Gendefekt, der zu X-
chromosomal vererbter geistiger Behinderung führt (Herbst and Miller, 1980). Davon 
haben schätzungsweise ein Drittel dieser Patienten die syndromale Form von XLMR 
und weisen neben der geistigen Behinderung noch andere klinische Auffälligkeiten 
auf.  
Da die nicht-syndromale Form ohne weitere klinische Auffälligkeiten einhergeht und 
eine hohe Heterogenität aufweist, ist das Identifizieren der verantwortlichen Gene 
schwieriger als für die syndromale Form, jedoch konnten in den letzten Jahren große 
Fortschritte gemacht werden, so dass bis heute mehr als 20 Gene auf dem X-
Chromosom für die Entstehung von NS-XLMR verantwortlich gemacht werden 
konnten (Ropers and Hamel, 2005). Die Tatsache, dass die Mutationshäufigkeit in den 
bekannten Genen sehr niedrig ist, führt zur Annahme, dass die Mehrzahl der 
Gendefekte für nicht-syndromale X-chromosomal vererbte geistige Behinderung noch 
unbekannt ist. Bis 1998 war lediglich ein einziges Gen (FMR2) als Ursache der nicht-
syndromalen Form X-chromsomal vererbter geistiger Behinderung identifiziert 
worden (Gecz et al., 1996). In der Tabelle 1.2 sind die bekannten Gene und deren 
Funktion in der Zelle aufgeführt.  
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Tabelle 1.2: Identifizierte Gene für NS-XLMR 
Gen Funktion des Proteins Referenz 
ACSL4 
(FACL4) 
Fettsäure CoA Ligase 4, Rolle in der 
Membransynthese 
(Meloni et al., 2002) 
AGTR2 gehirnspezifischer Angiotensin-II-Rezeptor 2  (Vervoort et al., 2002) 
ARHGEF6 steuert zusammen mit Integrin die Rac- und 
Cdc42-Aktivierung und stimuliert Neuronen-
wachstum  
(Kutsche et al., 2000) 
ARX ARX ist ein Transkriptionsfaktor, der unter 
anderem in Neuronen agiert 
(Stromme et al., 2002) 
(Bienvenu et al., 2002) 
DLG3 postsynaptisches Faltungsprotein, das an 
glutamarge Rezeptoren assoziiert ist  
(Tarpey et al., 2004) 
FGD1 stimuliert wahrscheinlich das Wachstum von 
Neuronen 
(Lebel et al., 2002) 
FMR2 transkriptionaler Regulator, der in Prozessen der 
Langzeitpotenzierung involviert ist 
(Gecz et al., 1996) 
FTSJ1 S-Adenosyl-L-Methionin abhängige 
Methyltransferase, die vermutlich eine Rolle bei 
der Modifizierung von tRNAs spielt 
(Freude et al., 2004) 
GDI1 Rab GDI-Dissoziationsinhibitor, der 
wahrscheinlich an der Reifung von synaptischen 
Vesikeln beteiligt ist 
(D'Adamo et al., 1998) 
IL1RAPL1 Modulator von Neurotransmitterausschüttung (Carrie et al., 1999) 
JARID1C 
(SMCX) 
wichtig für Umstrukturierungsvorgänge des 
Chromatins. 
(Jensen et al., 2005) 
MECP2 Methyl-CpG Bindeprotein; ubiquitär exprimierter 
Transkriptionsrepressor, spielt eine Rolle beim 
Spleißen 
(Gomot et al., 2003) 
NLGN4 postsynaptisches Membranprotein, das bei der 
Induktion von präsynaptischen Strukturen 
involviert ist 
(Laumonnier et al., 2004)
PAK3 reguliert die Ausbildung des Aktinskeletts und 
stimuliert das neuronale Wachstum 
(Allen et al., 1998) 
PQBP1 Polyglutamin Bindeprotein 1, spielt vermutlich 
eine Rolle beim mRNA-Spleißen 
(Kalscheuer et al., 2003) 
RSK2 Serin/Threonin Kinase, phosphoryliert CREB (Merienne et al., 1999) 
SLC6A8 Kreatintransporter (Rosenberg et al., 2004) 
TM4SF2 Transmembranprotein, das eine Rolle bei der 
Integrin-vermittelten Signaltransduktion spielt 
(Zemni et al., 2000) 
XNP Transkriptionsregulator (Villard and Fontes, 
2002) 
ZNF41 Transkriptionsregulator (Shoichet et al., 2003) 
ZNF674 Zinkfingerprotein, das eine KRAB-Domäne 
besitzt und mit ZNF41 verwandt ist  
(Lugtenberg et al., 2006) 
 
Es ist auch bekannt, dass Mutationen in den Genen ARX, FGD1, JARID1C, MECP2, 
PQBP1, RSK2, SLC6A8, und XNP neben der nicht-syndromalen auch zur 
syndromalen Form der X-chromosomal vererbten geistigen Behinderung führen 
können.  
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Durch systematische Analysen von Kopplungsintervallen in über 125 Familien, in 
denen nicht-syndromale XLMR vermutet wurde und der Gendefekt noch nicht 
bekannt war, konnte gezeigt werden, dass Mutationen, die zu NS-XLMR führen, auf 














Abbildung 1.1: Darstellung der Summe der gewichteten X-chromosomalen 
Kopplungsintervalle in über 125 untersuchten Familien (adaptiert aus Ropers, H.H. et al., 
2003) 
a) Grüner Graph: Summe der Kopplungsintervalle bei Familien mit bereits bekannten 
Mutationen. Blauer Graph: Summe der Kopplungsintervalle aller analysierten Familien. Die 
orangefarbenen Dreiecke markieren bereits bekannte Gene, die zur nicht-syndromalen Form 
von XLMR führen.  
b) zeigt die Gendichte auf dem X-Chromosom. Blauer Balkenbereich: bekannte Gene; roter 
Balkenbereich: vorhergesagte Gene. 
Auf der Y-Achse ist die Summe der gewichteten Kopplungsintervalle aufgetragen. Die X-
Achse zeigt die Regionen des X-Chromosoms. 
 
Der proximale Bereich Xp11 wies eine hohe Zahl an Familien mit überlappenden 
Kopplungsintervallen und nicht bekanntem Gendefekt auf und besitzt eine hohe 
Gendichte. Hieraus wurde vermutet, dass in diesem Bereich neue XLMR-Gene 
existieren. Durch systematische Mutationssuche in Kandidatengenen des 7.4 
Megabasen großen Chromosomenbereiches konnte diese Vermutung bestätigt werden 
(Kalscheuer et al., 2003; Freude et al., 2004; Jensen et al.,2005). 
Ein neues XLMR-Gen, welches für das Polyglutamin Bindeprotein 1 (PQBP1) 
kodiert, wurde durch die oben erwähnte systematische Mutationssuche in XLMR- 
Kandidatengenen identifiziert. Es liegt im Bereich Xp11.23. Das PQBP1-Gen sowie 
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sein Genprodukt sind wichtiger Bestandteil dieser Diplomarbeit und werden daher im 
nächsten Abschnitt im Detail beschrieben.  
 
1.3  Mutationen im PQBP1-Gen verursachen sowohl syndromale als 
auch nicht-syndromale Formen von XLMR 
 
Das PQBP1-Gen ist eines von vielen Genen, das im kurzen proximalen Arm des X-
Chromosoms lokalisiert ist (Xp11.23). Das Gen besitzt sechs sequenzkodierende 
Exons und hat eine Länge von etwa 4.6 Kilobasen. Es konnten neben der 
Hauptspleißvariante bis jetzt über 20 alternative PQBP1-Transkripte gefunden werden 
(Iwamoto et al., 2000; Musante und Kalscheuer, nicht publizierte Ergebnisse). 
Es wurde bereits gezeigt, dass Mutationen im PQBP1-Gen zur syndromalen und 
nicht-syndromalen Form führen können. In der Studie von Kalscheuer et al. (2003) 
wurden in 5 von 29 untersuchten Familien mit XLMR Mutationen im PQBP1-Gen 
identifiziert, die zu einer Verschiebung des Leserasters im vierten Exon führten, und 
zwar in einer Region, in der das Wildtyp-Gen eine Sequenzabfolge von sechs sich 
hintereinander wiederholenden AG-Dinukleotiden aufweist. Bei den Mutationen 
handelte es sich entweder um AG-Dinukleotid-Deletionen oder –Insertionen, die zu 
einem frühzeitigen Stopkodon führen, aus denen theoretisch trunkiertes Protein 
resultieren könnte. In zwei der fünf Familien konnte eine Mutation des PQBP1-Gens 
durch Insertion eines AG-Dinukleotids gefunden werden. Eine dieser beiden Familien 
weist das Sutherland-Haan-Syndrom auf, bei der die betroffenen Männer neben der 
geistigen Behinderung Mikrozephalie, Brachyzephalie, spastische Lähmungen, 
kleinen Körperwuchs, verkleinerte Testes sowie Analstenose oder –atresie haben. Die 
andere Familie trug dieselbe Mutation, deren Mitglieder litten aber nicht an 
spastischen Lähmungen und hatten keine verkleinerten Testes. In zwei weiteren  
Familien kam es zu einer Deletion von zwei AG-Dinukleotiden. In der fünften 
Familie wurde eine Deletion von einem AG-Dinukleotid identifiziert. Die betroffenen 
Männer dieser Familie waren klinisch besonders auffällig, da sie schwerwiegende 
geistige Behinderung, einen Herzdefekt, Mikrozephalie, Spasmen und kleinen 
Körperwuchs aufwiesen. (Kalscheuer et al., 2003).  
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In weiteren Arbeiten konnten ebenfalls Mutationen des PQBP1-Gens festgestellt 
werden, die zu XLMR führten  (Cossee et al., 2006; Fichera et al., 2005; Kleefstra et 
al., 2004; Lenski et al., 2004; Stevenson et al., 2005).  
 
1.4  Strukturelle und funktionelle Charakterisierung des PQBP1-
Proteins 
 
Das Pqbp1-Gen in der Maus wird in verschiedenen Regionen des Gehirns exprimiert, 
besonders stark im Zerebellum, Hippokampus und im Bulbus olfactorius (Waragai et 
al., 1999). In diesen Gehirnregionen ist es primär in Neuronen vorhanden. Beim 
Menschen besteht das exprimierte PQBP1-Protein aus 265 Aminosäuren und besitzt 
mehrere bereits charakterisierte Domänen bzw. Motive. Im N-terminalen Bereich 
liegt die WW-Domäne, welche aus etwa 40 Aminosäuren besteht, in der zwei hoch 
konservierte Tryptophane eingebettet sind, die etwa 20-23 Aminosäuren voneinander 
getrennt sind (Komuro et al., 1999b). Diese Domäne dient unter anderem als 
Bindestelle für andere Proteine, die eine prolinreiche Sequenz oder ein Phosphoserin 
bzw. Phosphothreonin enthaltendes Motiv aufweisen. Das 
NpwBP/WBP11/SNP70/SIPP1 (WW domain binding protein 11) wurde bereits als 
Interaktionspartner identifiziert, der an die WW-Domäne des PQBP1-Proteins bindet 
(Craggs et al., 2001; Komuro et al., 1999a). SIPP1 ist überwiegend im Zellkern 
lokalisiert, bindet RNA und ist an der Aktivierung des mRNA-Spleißens beteiligt ist 
(Llorian et al 2004¸ Llorian et al. 2005). Es konnte gezeigt werden, dass auch die 
große Untereinheit der RNA-Polymerase II an die WW-Domäne von PQBP1 bindet 
(Okazawa et al., 2002). Dies verdeutlicht, dass PQBP1 sehr wahrscheinlich einen 
regulatorischen Einfluss auf Mechanismen des Spleißapparats sowie der 
Prozessierung von prä-mRNA ausüben kann. 
C-terminal zur WW-Domäne folgt ein Bereich, in dem eine Hepta-
Aminosäuresequenz in fünffacher Ausführung vorliegt, welche aus basischen und 
sauren Aminosäuren besteht. Daher wird diese Domäne PRD (polar amino acid-rich 
domain) genannt. Weiter C-terminal folgt sofort ein Bereich, der aus mehreren 
DR/ER-Motiven besteht, welcher aus Arginin (R), Glutaminsäure (E) und 
Asparaginsäure (D) zusammengesetzt ist. In diesen Bereichen konnten bereits 
Interaktionen mit den Proteinen Brn-2, Ataxin-1 und Huntingtin nachgewiesen 
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werden. Brn-2 (POU3F2; POU domain, class 3, transcription factor 2) ist ein 
Transkriptionsfaktor, der im zentralen Nervensystem exprimiert wird und über seinen 
Polyglutaminbereich an PQBP1 bindet und dadurch inhibiert wird (Waragai et al., 
1999), was eine regulatorische Funktion von PQBP1 auf Transkriptionsereignisse 
vermuten lässt. Huntingtin ist ein DNA-bindendes Protein, das für die Neurogenese 
benötigt wird und PQBP1 bindet. Ataxin-1 ist ein RNA-bindendes Protein, das 
neuronal exprimiert wird und ebenfalls durch seinen Polyglutaminbereich an PQBP1 
bindet. Es beeinflusst die Interaktion von PQBP1 mit der großen Untereinheit der 
RNA-Polymerase II (Okazawa et al., 2002). Mutationen in den 
Polyglutaminbereichen (Erweiterung der Polyglutaminsequenz) dieser Proteine 
erhöhen die Bindungsaffinität zu PQBP1 und spielen eine wichtige Rolle bei einer 
Vielzahl von Krankheiten (z.B. Chorea Huntington, spinozerebellare Ataxie).   
Das PQBP1-Protein besitzt im C-terminalen Bereich  ein Kernlokalisationssignal 
(NLS; nuclear localisation signal) gefolgt vom carboxyterminalen Ende des Proteins, 
an den das neurospezifische U5-15kD-Ribonukleoprotein bindet, das Bestandteil des 
Spleißosoms ist. Zusammengenommen ist es sehr wahrscheinlich,  dass das PQBP1-
Protein einen Einfluss auf die Regulation von Transkriptionsprozessen sowie bei der 
Prozessierung von prä-mRNA und Spleißvorgängen hat. Die Domänen des PQBP1-
Proteins und seine bereits bekannten Interaktionspartner sind in nachfolgender 
Abbildung zusammengefasst.  
 
Domäne/Motiv  





 - U5-15kD - Brain-2 
- Ataxin-1 
- Huntingtin 
- RNA Polymerase II 
- WBP11  
 
Abbildung 1.2: Funktionelle Domänen von PQBP1 und seine bereits bekannten 
Interaktionspartner 
Das PQBP1-Protein weist bisher fünf funktionell charakterisierte Bereiche auf.  
WW: Domäne, welche zwei hoch konservierte Tryptophane besitzt, die in einer repetitiven 
Sequenz eingebettet sind, bestehend aus sauren und basischen Aminosäuren. PRD: Ein 
Bereich, bestehend aus fünf Wiederholungen einer Hepta-Aminosäuresequenz, die aus 
polaren Aminosäuren besteht. DR/ER: Ein Motiv, das aus Arginin (R), Glutaminsäure (E) 
und Asparaginsäure (D) zusammengesetzt ist. NLS: Kernlokalisationssignal. C: Carboxy-
terminaler Bereich, der an das Ribonukleoprotein U5-15kD bindet.  
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Es ist davon auszugehen, dass PQBP1 noch weitere Interaktionspartner hat, deren 
Identifizierung einen Beitrag dazu leisten könnte, einen besseren Einblick in die 
Zusammenhänge zwischen Geno- und Phänotyp bei X-chromosomaler geistiger 
Behinderung zu bekommen.    
 
1.5  Ziel dieser Arbeit   
 
Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollten mögliche Protein-Protein-Interaktionen von 
PQBP1 mit den Kandidateninteraktionspartnern eIF4A1 (eukaryotic translation 
initiation factor 4A, isoform 1), GPS2 (G protein pathway suppressor 2), LMO4 (LIM 
domain-only 4) und SNX3 (sorting nexin 3) nachgewiesen werden. Diese wurden 
zuvor von Frau Dr. L. Musante mittels Hefe-2-Hybrid-Analysen als potenzielle 
Interaktionspartner gefunden, deren Ergebnisse es zu verifizieren galt. Außerdem 
sollte die zelluläre Lokalisation der Proteine sowie eine mögliche Kolokalisation 
aufgezeigt werden. Um diese Untersuchungen durchführen zu können, mussten die 
offenen Leseraster der Kandidateninteraktionspartner in einen Expressionsvektor 
kloniert werden. Anschließend wurden die Konstrukte in Säugerzellen transfiziert und 
überexprimiert. Die Bestimmung der zellulären Lokalisation sowie Kolokalisation mit 
PQBP1 erfolgte durch die Immunofluoreszenzmethode. Mit Hilfe der Ko-
Immunopräziptationsmethode sollte der Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion 
erfolgen. Zusätzlich sollte untersucht werden, ob eine säugerspezifische 
posttranslationale Modifikation stattfindet, die das PQBP1-Molekulargewicht 
verändert.  
Die Ergebnisse dieser Diplomarbeit sollten dazu dienen, vermehrt Einblick in die 
Funktionen und Signaltransduktionskaskaden des PQBP1-Proteins zu bekommen, um  
somit einen Beitrag zur Aufklärung der Ursachen und Entstehung X-chromosomaler 
geistiger Behinderung zu liefern. Die Identifizierung neuer PQBP1-
Interaktionspartner könnte für die Aufklärung der pathogenetischen Mechanismen 
bekannter PQBP1-Mutationen hilfreich sein. 
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2.1.1  Geräte und Verbrauchsmaterial 
 
Tabelle 2.1: Geräte und Verbrauchsmaterialien  
Bezeichnung Name Hersteller 
Analysenwaage BP 61 SARTORIUS 
Autoklavierband ComplyTM Indicator Tape 3M 
Blotting-Maschine Trans-Blot®SD Semi-Dry 
Tranfer Cell 
BIO-RAD 
Blotting-Membran PVDF Western Blotting 
Membrane 
ROCHE 
Eisbad Eisbad NEOLAB 
Erlenmeyerkolben 100 ml, 500 ml und 1000 ml  FORTUNA 
elektronische Pipette Powerpette Plus JENCONS 
Elektroporationsküvette Gene Pulser® Cuvette; 
0.1 cm Elektrode 
BIO-RAD 
Elektroporationsgerät Easyject Prima EQUIBIO 
Entwicklermaschine Curix 60 AGFA 
Film (radiographisch) Fuji Medical X-Ray Film FUJIFILM 
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 ZEISS 
Geldokumentationsgerät RH-5.1 HEROLAB 
Glaspipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml und 20 ml FORTUNA 
Heizblock MR 3001 HEIDOLPH 
Horizontale  
Gelelektrophoresekammer 
Horizon® 20-25 / 11-14 LIFE TECHNOLOGIESTM, 
GIBCO BRL 
Inkubator CO2-Incubator FORMA SCIENTIFIC 




Kamera CCD Kamera PHOTOMETRICS 
Meßzylinder 100 ml, 200 ml und 1000 ml  FORTUNA 
Mikrowellengerät Cooktronic 8910 PHILIPS 
Nitril-Handschuhe Aloe Vera Nitrile; Größe: 
Medium 
FISHERBRAND 
Nylonmembran Roti-Nylon Plus ROTH 
Parafilm Parafilm “M” PECHINEY PLASTIC 
PACKAGING 
PCR Maschine GeneAmp® PCR System 9700 APPLIED BIOSYSTEMS 
PCR Reaktionsgefäße MicroAmp® 8er PCR Tubes + 
Caps 
APPLIED BIOSYSTEMS 
Petrischalen Durchmesser 90 mm GREINER 
pH-Meter pH-METER KNICK 
Photometer 1 GeneQuant RNA/DNA 
Calculator 
PHARMACIA 
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Bezeichnung Name  Hersteller 
Photometer 2 Ultrospec II LKB BIOCHROM 
Pipetten  20 µl, 200µl und 1000 µl 
Pipetman 
GILSON 
Plastikröhrchen Falcon Tubes, 15/50 ml FALCON 
Proteinmessgerät Anthos Reader 2020 ANTHOS LABTEC 
INSTRUMENTS 
Reaktionsgefäße 1.5 ml und 2.0 ml  EPPENDORF 
Rollenmischer Roller Mixer RATEK 
Rotator/Mischer Reax 2 HEIDOLPH 
Schüttler für Blot/Gele PROMAX 2020 HEIDOLPH 
senkrechte  
Gelelektrophoresekammer 
Protean IITM BIO-RAD 
Sterilbank Clean Bench HERA Safe HERAEUS 
Stromversorgungsgerät IP-2717 HEATHKIT 
Thermocycler PTC-200 Peltier Thermal 
Cycler 
MJ RESEARCH 
Thermomixer/Heizblock Thermomixer 5436 EPPENDORF 
Timer Timer ROTH 
Tischzentrifuge EBA12 HETTICH 
Ultraschallgerät Sonopuls HD 2070 MS72 BANDELIN 
UV-Licht-Transilluminator Transilluminator UVP 
Versiegelungs-Film Adhesive PCR Film  RAPIDOZYM 
Vortexer Reax 2000 HEIDOPLH 
Waage BP 2100 S SARTORIUS 
Wasserbad Typ 1086 GFL 
Zellkulturflaschen 75 cm2 und 150 cm2 TPP 
Zellschaber Zellschaber 24 cm TPP 
Zentrifuge 1 ROTINA 48 R HETTICH 






2.1.2  Chemikalien 
Die in den Experimenten verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind in Tabelle 
2.2 aufgelistet. 
 
Tabelle 2.2: Chemikalien und Reagenzien 
Name Hersteller 
6 x Loading Dye Solution (Ladepuffer) FERMENTAS 
β-Mercaptoethanol MERCK 
Acrylamid Rotiphorese® Gel 40 (29:1) ROTH 
Agarose (ultra pure) INVITROGEN 
Ampicillin SIGMA 
Ammoniumpersulfat (APS) GIBCO BRL 
Bovines Serumalbumin BIOLABS 
Bromphenolblau SIGMA 
Chloramphenicol SIGMA 
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Name Hersteller 
DAPI SERVA 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) CAMBREX 
Dithiothreitol (DTT) MERCK 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) MERCK 
Ethanol MERCK 
Ethidiumbromid SERVA 
Fötales Kälberserum (FCS) GIBCO BRL 
GeneRulerTM 1 kb und 100 bp DNA-Marker MBI FERMENTAS  














Proteaseinhibitor Complete Mini Tablets ROCHE 
Protein A-Agarose ROCHE 
Protein G-Agarose ROCHE 
Salzsäure (HCl) MERCK 
Sucrose MERCK 
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan (Tris) MERCK 
Triton-X-100 FLUKA 
Tween-20 SIGMA 
Vectashield Mounting Medium VECTOR LABORATORIES 
 
 
2.1.3  Lösungen und Medien 
Alle wässrigen Lösungen wurden mit autoklaviertem, destilliertem Wasser angesetzt. 
In der Tabelle 2.3 sind die Zusammensetzungen und Konzentrationen aller 
verwendeten Lösungen, Puffer und Medien aufgeführt, sofern diese nicht anders im 
Text angegeben sind. Für PCR-Reaktionen, DNA-Verdaus und DNA-Verdünnungen 
wurde PCR-Wasser (Aqua ad iniectabilia von BAXTER GmbH) verwendet. 
 
Tabelle 2.3: Lösungen, Puffer und Medien 
Name Zusammensetzung 
5 x Blotting-Puffer 29.1 g Tris 
14.65 g Glycin 
18.75 ml 10 % SDS 
ad 1000 ml bidest H2O 
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Name Zusammensetzung 
1x Blotting-Puffer (200 ml) 40 ml 5x Blotting Puffer 
40 ml Methanol 
120 ml H2O 
Dialysepuffer (für Proteinaufreinigung) 50 mM NaH2PO4
pH 8.0 
Elutionspuffer (für Proteinaufreinigung) 50 mM NaH2PO4 
300 mM NaCl 
250 mM Imidazol 
pH 8.0 
10 x Lämmli-Puffer (5 Liter) 150 g Tris 
720 g Glycin 
50 g SDS 
ad 5 l bidest H2O 
LB-Medium 10 g/l Trypton 
5 g/l Hefe-Extrakt 
10 g/l NaCl 
Lysepuffer (für Proteinaufreinigung) 50 mM NaH2PO4
300 mM NaCl 
10 mM Imidazol 
pH 8.0 
2 x Magic Mix 48 % Harnstoff 
8.7 % Glycerin 
1 % SDS 
15 mM Tris-HCl pH 7.5 
143 mM Mercaptoethanol 
0.004 % Bromphenolblau 
1 x PBS  137 mM NaCl 
2.7 mM KCl 
10.1 mM Na2HPO4 
1.8 mM KH2PO4 
pH 7.3 
1.2 x PEM 120 mM PIPES 
6 mM EGTA 
2.4 mM MgCl2
50 x TAE 2 M Tris 
5.71 % (w/v) Essigsäure 
50 mM EDTA 
pH 8.0 
Waschpuffer (für Proteinaufreinigung) 50 mM NaH2PO4
300 mM NaCl 





Die für PCR-Reaktionen, DNA-Isolation, Proteinaufreinigung und Transfektion 
verwendeten Kits sind in Tabelle 2.4 aufgelistet. 
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Tabelle 2.4: Verwendete Kits 
Name Hersteller 
Bio-X-ActTM Long Mix BIOLINE 
Lipofectamine 2000TM INVITROGEN 
MinEluteTM Gel Extraction Kit QIAGEN 
Montage PCR Kit MILLIPORE 
Ni-NTA Agarose QIAGEN 
QIAprep® Spin Miniprep Kit QIAGEN 
QIAGEN Plasmid Maxi Kit  QIAGEN 
QIAquick PCR Purification Kit (250) QIAGEN 
QIAshredderTM (250) QIAGEN 
Polypropylene Columns (5ml)  QIAGEN 
Slide-A-Lyzer® MINI Dialysis Units PIERCE 
SilverQuestTM SilverStaining Kit  INVITROGEN 
Western LightningTM Chemiluminescence 
Reagent Plus  
PERKIN ELMER  
 
 
2.1.5  Vektoren 
 
pcDNA3Flag-Vektor 
Der pcDNA3Flag-Vektor leitet sich vom kommerziell erhältlichen pcDNA3-Vektor 
von INVITROGEN ab. Der Vektor besitzt durch die Modifikation einen Flag-
Anhang, welcher bei der Translation  des exprimierten Inserts an den N-Terminus des 
Proteins geknüpft ist. Diese Proteine können mit einem Anti-Flag-Antikörper im 
Western Blot leicht detektiert werden. 
 
Dieser Expressionsvektor besitzt vier Promotorregionen, dazu gehören ein CMV-, ein 
T7-, ein SP6- sowie ein SV40-Promotor. Alle vier Promotoren sind viralen 
Ursprungs. Eine weitere Eigenschaft ist das Vorhandensein einer Klonierungsstelle 
(engl. multiple cloning site), in der mehrere Schnittstellen für verschiedene 
Restriktionsenzyme vorhanden sind, die für das Einfügen eines DNA-Fragments 
genutzt werden können. Die Modifizierung des Vektors fand in dieser 
Klonierungsstelle statt, indem eine Nukleotidfolge eingefügt wurde, die den Flag-
Anhang kodiert (siehe Anhang). Die Schnittstellen für das Enzym NotI und XbaI 
wurden für die Klonierung ausgewählt. Ein BGH-Polyadenylierungssignal sorgt für 
die richtige Prozessierung des 3´-Endes der mRNA des Inserts. Der Vektor besitzt ein 
Ampicillin- und ein Neomycin-Resistenzgen, die für die spätere Selektion auf 
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antibiotikahaltigen LB-Agarplatten wichtig sind. Zudem sind zwei 
Replikationsursprünge vorhanden (SV40-ori und ColE1-ori). Der ColE1-
Replikationsursprung ermöglicht die Vermehrung des Vektors in E.coli-Zellen in 
hoher Kopienzahl pro Zelle (high copy plasmid). 
Außerdem erreicht man mit diesem Vektor hohe Expressionsraten des vom Insert 




Der pET-32a-(+)-Vektor (NOVAGEN) ist ein Expressionsvektor mit dem man hohe 
Expressionsraten rekombinanter Proteine erzielt. Ein wesentlicher Unterschied zum 
pcDNA3Flag-Vektor besteht darin, dass mit diesem Vektor die Expression des Inserts 
kontrolliert werden kann, indem erst eine Induktion durch IPTG erfolgen muss. 
Außerdem kann die Klonierung und Überexpression rekombinanter Proteine nur in 
bestimmten E.coli-Stämmen (z.B. BL21-Codon Plus® (DE3)) durchgeführt werden, 
nicht aber in Säugerzellen. Diese E.coli-Stämme besitzen ein Gen, das die T7-RNA-
Polymerase kodiert, welches wiederum von einem lacUV5-Promotor kontrolliert 
wird.  
Der Vektor besitzt einen T7-Promotor mit einer stromabwärtsliegenden 25-Basenpaar 
langen Lac-Operator-Sequenz und enthält zudem das lacI-Gen, das den Lac-
Repressor kodiert. Das Repressormolekül bindet im nichtinduzierten Zustand an die 
Lac-Operator-Region und hindert die T7-RNA-Polymerase an der Transkription des 
stromabwärts liegenden DNA-Stücks. Durch Zugabe von IPTG wird der Repressor 
vom Operator gelöst und die Transkription des Inserts durch die T7-RNA-Polymerase 
ermöglicht. Das entstehende Protein besitzt am N-Terminus mehrere Anhänge, 
darunter einen Poly-Histidin- (poly-HIS) und einen Thioredoxin-Anhang. Der poly-
HIS-Anhang besteht aus sechs Histidinen und ermöglicht die gezielte Aufreinigung 
des Fusionsproteins mit Ni-NTA-Agarose auf geeigneter Polypropylensäule, und der 
Thioredoxin-Anhang erhöht die Löslichkeit und verhindert somit die Aggregation des 
Proteins. Das Fusionsprotein besitzt zudem zwei Schnittstellen. Eine Schnittstelle 
wird durch die Enterokinase erkannt, die es einem nach der Aufreinigung des 
überexprimierten Proteins ermöglicht, die aminoterminalen Anhänge zu entfernen. 
Die Aminosäuresequenz dieser Schnittstelle ist -Asp-Asp-Asp-Lys-. Die zweite 
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Schnittstelle ist eine Erkennungssequenz für das Thrombinenzym, das stromaufwärts 
von der Enterokinaseschnittstelle liegt. Durch den Thrombinverdau wird nicht der 
komplette N-terminale Anhang entfernt. Es verbleiben nach dem Verdau 36 
Aminosäuren des Anhangs am Fusionsprotein. Falls die kodierende Sequenz des 
Inserts kein Stopkodon besitzt, wird dem Protein am C-Terminus ein weiterer poly-
HIS-Anhang angefügt. Dieser kann aber nicht entfernt werden. Der Vektor besitzt ein 
Ampicillin-Resistenzgen, das die β-Lactamase kodiert, ein Enzym, das den β-
Lactamring von Ampicillin und anderen β-Lactamantibiotika spaltet.  Eine Vektor-
Karte ist dem Anhang beigefügt. 
Dieser Vektor wurde für die Klonierung von PQBP1 verwendet, um anschließend 





Alle während der Diplomarbeit verwendeten Antikörper sind in Tabelle 2.5 
zusammengefasst. 
 
Tabelle 2.5: Verwendete Antikörper 
Antikörper gegen Hersteller 
Anti-Flag aus Kaninchen, polyklonal  SIGMA 
Anti-Flag aus Maus, monoklonal STRATAGENE 
Anti-GPS2 aus Kaninchen, polyklonal Mitchell A. Lazar 
Anti-HA aus Maus, monoklonal COVANCE 
Anti-Kaninchen-FITC aus Ziege DIANOVA 
Anti-Kaninchen-HRP, AMERSHAM 
Anti-LMO4 aus Ratte, polyklonal Jane Visvader 
Anti-Maus-Cy3 aus Esel, polyklonal DIANOVA 
Anti-Maus-FITC aus Ziege DIANOVA 
Anti-Maus-HRP aus Ziege, polyklonal DIANOVA 
Anti-Penta-HIS aus Maus QIAGEN 
Anti-PQBP1 (N-Terminus) aus Kaninchen; polyklonal AG Kalscheuer 
Anti-PQBP1 (C-Terminus) aus Kaninchen, polyklonal AG Kalscheuer 
Anti-Ratte-Cy3 aus Esel, polyklonal DIANOVA 
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2.1.7  Enzyme 
Enzyme gehören zu einer Gruppe von Proteinen, die chemische Reaktionen unter 
physiologischen Bedingungen katalysieren, die normalerweise erst bei höheren, 
lebensfeindlichen Temperaturen stattfinden würden. Sie üben in der Zelle vielfältige 
Aufgaben aus und finden in der Molekularbiologie breite Anwendung.  
Für die Klonierung von DNA-Molekülen wurden Restriktionsendonukleasen 
verwendet, welche in Tabelle 2.6 aufgelistet sind.   
 
Tabelle 2.6: Restriktionsendonukleasen 
Enzym Restriktionssequenz Generierte Enden Herkunft  
EcoRI 5´...G↓AATTC...3´ 5´-Überhang Escherichia coli RY 13 
NotI  5´..GC↓GGCCGC..3´ 5´-Überhang Nocardia otitidis-caviarum 
XbaI 5´…T↓CTAGA…3´ 5´-Überhang Xanthomonas badrii 
 
Die im Rahmen dieser Diplomarbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden von 
NEW ENGLAND BIOLABS INC. (NEB) erworben. Anhand des Herstellerprotokolls 
konnten die jeweils geeigneten Puffer und Reaktionsbedingungen für die 
Doppelverdaus eingestellt werden.  
In Tabelle 2.7 sind weitere verwendete Enzyme aufgelistet 
 
Tabelle 2.7: Sonstige Enzyme 
Enzym Hersteller Verwendung 
Enterokinase NOVAGEN Proteinaufreinigung 
T4-DNA-Ligase ROCHE Ligation 




2.1.8  Primer 
Alle Primer wurden bei der Firma MWG BIOTECH AG gekauft. Die Primer für die 
jeweiligen Kandidatengene sowie für das PQBP1-Gen wurden mit einem 
Sequenzstück versehen, welches im PCR-Produkt eine Restriktionsschnittstelle 
generiert, um nach Restriktion in den pcDNA3Flag-Vektor bzw. in den pET-32a-
Vektor klonieren zu können. Alle verwendeten Primer sind in den Tabellen 2.8 und 
2.9 dargestellt. 
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Tabelle 2.8: Primer für die Amplifikation von PQBP1-Kandidateninteraktions-
partnern zur Klonierung in den pcDNA3Flag-Vektor 
Name Nukleotidsequenz TA [°C] 
LMO4_for 5´-AAAGCGGCCGCAGATGGTGAATCCGGGCAGC-3´ 59 
LMO4_rev 5´-TGTCTAGATTAGCAGACCTTCTGGTCTG-3´ 59 
GPS2_for 5´-AAAGCGGCCGCAGATGCCCGCACTCCTGGA-3´ 59 
GPS2_rev 5´-TGTCTAGATCACTTGTGGTAGAATCGCG-3´ 59 
SNX3_for 5´-AAAGCGGCCGCAGATGGCGGAGACCGTGG-3´ 56 
SNX3_rev 5´-TGTCTAGATCAGGCATGTCTTATTTTAGATG-3´ 56 
EIF4A1_for 5´-AAAGCGGCCGCAGATGTCTGCGAGCCAGGATTC-3´ 56 
EIF4A1_rev 5´-TGTCTAGATCAGATGAGGTCAGCAACA-3´ 56 
 
 
Tabelle 2.9: Primer für die Klonierung von PQBP1 in den pET32a(+)-Vektor 
Name Nukleotidsequenz TA [°C] 
pET-
32a_PQBP1_for 5´-TCCGAATTCATGCCGCTGCCCGTT-3´ 56 
pET-
32a_PQBP1_rev 5´-CGAGTGCGGCCGCTCAATCCTGCTGCTTGGT-3´ 56 
 
In den Tabellen 2.8 und 2.9 stellen die unterstrichenen Nukleotidsequenzen 
Schnittstellen für Restriktionsenzyme dar, und die fett markierten Nukleotide 
repräsentieren das Translationsstarttriplett. Die Translationsstoptripletts sind in blauer 




2.1.9 Biologisches Material 
Für die Überexpression und Untersuchung der Proteininteraktion zwischen PQBP1 
und einigen Kandidateninteraktionspartnern sowie für Lokalisationsexperimente 
wurden HeLa-Zellen verwendet. 
HeLa-Zellen wurden in den 1950er Jahren aus einem Gebährmutterhalskarzinom 
isoliert und sind die ersten menschlichen Zellen, von denen eine permanente 
Zellkultur etabliert wurde. Diese Zellen werden weltweit als Standardzellen bei der 
Erforschung von virologischen, molekular- und zellbiologischen Vorgängen 
eingesetzt. 
Für die Vermehrung von Plasmid-DNA-Konstrukten bzw. Überexpression und 
Aufreinigung rekombinanter Proteine wurden elektrokompetente Bakterienzellen 
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benutzt. Es standen One Shot® TOP10 E.coli-Zellen (INVITROGEN) und BL21-
Codon Plus® (DE3) E.coli-Zellen (STRATAGENE) zur Verfügung. Die Genotypen 
der Zellen sind in der Tabelle 2.10 dargestellt. 
 
Tabelle 2.10: Verwendete Bakterienstämme und deren Genotypen 
Bakterienstamm Genotyp 
One Shot® TOP10 E.coli-Zellen F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 
∆lacX74 recA1 araD139 ∆(ara-leu)7697 galU 
galK rpsL (StrR) endA1 nupG 




2.2  Methoden 
 
2.2.1  Polymerasekettenreaktion  
Die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ermöglicht die 
schnelle, effiziente und einfache Amplifizierung von DNA-Fragmenten, welche in 
vitro durch wiederholte Synthesezyklen mit sequenzspezifischen 
Oligonukleotidprimern und einer hitzestabilen DNA-Polymerase (stammt aus 
thermophilen Prokaryoten) hergestellt werden. Für die PCR-Reaktion reicht schon 
eine sehr geringe Menge an Ausgangs-DNA (engl. template DNA) für die erfolgreiche 
Vervielfältigung aus.  
Alle PCR-Reaktionen wurden mit dem 2x Bio-X-ActTM Long Mix (BIOLINE) 
durchgeführt. Als Ausgangsmaterial standen klonierte-DNA und cDNA aus humanem 
fötalen Gehirn und aus Testis zur Verfügung. Die Menge der eingesetzten Ausgangs-
DNA lag bei etwa 100 ng pro Reaktion, die Mg2+-Ionenkonzentration bei 2 mM. Die 
Endkonzentration der eingesetzten dNTPs war 1 mM und die der Primer betrug 0.3 
µM. Das Gesamtvolumen einer Reaktion betrug 50µl. Da für die zu amplifizierenden 
cDNAs verschiedene Oligonukleotidprimer verwendet wurden, unterschieden sich die 
PCR-Programmeinstellungen zwischen den verschiedenen Reaktionen häufig in der 
Hybridisierungstemperatur (engl. annealing temperature). Die Anzahl der Zyklen war 
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von der Art der eingesetzten Ausgangs-DNA abhängig. Bei klonierter DNA wurden 
25 Zyklen, bei der RT-PCR von cDNA 40 Zyklen verwendet.  
Um die kodierende Sequenz des EIF4A1-Gens (GenBank Zugangsnummer: 
BC009585) amplifizieren zu können, wurde cDNA aus humanem fötalen Gehirn 
verwendet. Für die Amplifikation des offenen Leserasters von GPS2 stand zum einen 
cDNA aus Testis zur Verfügung, welche die Hauptspleißvariante (GenBank 
Zugangsnummer: NM_004489) des Gens enthielt, und zum anderen klonierte DNA, 
welche eine für das Gehirn spezifische Spleißvariante (GenBank Zugangsnummer: 
AK096645) kodierte. Die Amplifikation des offenen Leserasters des LMO4-Gens 
(GenBank Zugangsnummer: U24576) erfolgte mit klonierter DNA und für SNX3 
(GenBank Zugangsnummer: NM_003795) mit cDNA aus humanem fötalen Gehirn. 
Für die Amplifikation der Hauptspleißvariante von PQBP1 (GenBank 
Zugangsnummer: NM_005710) wurde klonierte DNA benutzt.  
Der Übersichtlichkeit halber sind die PCR-Programmeinstellungen für die einzelnen 
Amplifizierungen in Tabelle 2.11 zusammengefasst. Die PCR-Reaktionen fanden in 
der GeneAmp® PCR System 9700-Maschine (APPLIED BIOSYSTEMS) statt.  
 
Tabelle 2.11: PCR-Programmeinstellungen für die GeneAmp® PCR System 
9700-Maschine  
Vorgang LMO4 EIF4A1 GPS2 PQBP1 
 T D Z T D Z T D Z T D Z 
initiale 
Denaturierung 
94°C 3min - 94°C 3min - 94°C 3min - 94°C 3min - 
Denaturierung 94°C 30s 94°C 30s 94°C 30s 94°C 30s 
Hybridisierung 59°C 30s 56°C 30s 59°C 30s 56°C 30s 











72°C 8min - 72°C 8min - 72°C 8min - 72°C 8min - 
Kühlen 4°C ∞ - 4°C ∞ - 4°C ∞ - 4°C ∞ - 
T: Temperatur;     D: Dauer;     Z: Zyklenanzahl 
 
Die PCR beginnt mit einer initialen Denaturierung, bei der die 
Wasserstoffbrückenbindungen, die die beiden DNA-Stränge der Ausgangs-DNA 
zusammenhalten, aufbrechen und somit die Stränge vollständig voneinander getrennt 
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werden. Es folgen mehrere Zyklen bestehend aus Denaturierungs-, Hybridisierungs- 
und Elongationsschritt.  
Die kurze Denaturierung innerhalb der Zyklen dient ebenfalls dem Trennen der DNA-
Stränge. Für die Denaturierung sind die Zeiten so kurz wie möglich zu halten, da es 
ansonsten zum Zerfall von Nukleotiden sowie Depurinierung der Ausgangs-DNA und 
Primer kommen kann.  
Im Hybridisierungsschritt wird das Reaktionsgemisch runtergekühlt, bis die für die 
jeweils verwendeten Primer optimale Hybridisierungstemperatur erreicht ist. Die 
Primer können dann an die komplementären Stellen der Einzelstrang-DNA binden. 
Wird die Temperatur falsch gewählt, können sich die Primer nicht an die Ausgangs-
DNA anlagern oder es kommt zu Fehlhybridisierungen. 
Es folgt der Elongationsschritt, bei dem die Temperatur wieder erhöht wird, um 
optimale Bedingungen für die eingesetzte DNA-Polymerase zu schaffen. Bei der Taq-
Polymerase z.B. liegt die optimale Elongationstemperatur bei 72°C. Die Polymerase 
bindet an die Primer und verlängert diese bis ein neuer Doppelstrang vorliegt, die der 
ursprünglichen Ausgangs-DNA exakt gleicht. Nachdem die gewünschte Anzahl an 
Zyklen erreicht ist, folgt ein finaler Elongationsschritt, mit dem sichergestellt werden 
soll, dass die DNA-Polymerase die Elongation vollständig abschließen kann. Zum 
Abschluss wird die PCR-Probe auf 4°C abgekühlt und anschließend in einem 
Agarosegel aufgetrennt oder bei -20 °C gelagert. 
 
Klonierungs-PCR 
Der Unterschied zu einer Standard-PCR besteht darin, dass die eingesetzten Primer 
ein kurzes Sequenzstück besitzen, welches im amplifizierten Doppelstrangprodukt 
eine Restriktionsschnittstelle für ein bestimmtes Enzym bildet. Dadurch können 




Die Kolonie-PCR wird unter anderem dafür verwendet, um zu überprüfen, ob 
transformierte Bakterienzellen das Plasmid mit Insert tragen.  
Bei der Kolonie-PCR wird als Ausgangsmaterial keine aufgereinigte DNA benutzt, 
sondern die transformierten Bakterienzellen werden direkt in das PCR-
Reaktionsgemisch gegeben und die Polymerasekettenreaktion gestartet. Bei der 
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initialen Denaturierung werden die Zellen durch die hohe Temperatur zerstört, somit 
wird die Plasmid-DNA für die Primer zugänglich.  
Die Kolonie-PCR-Reaktionen wurden für die einzelnen Gene mit denselben 
Programmeinstellungen wie in den Klonierungs-PCR-Reaktionen durchgeführt. Der 
einzige Unterschied bestand in der Festsetzung der Zyklenzahl auf 35.  
 
Geschachtelte PCR (nested PCR) 
Die geschachtelte PCR wird benutzt, wenn die Ausgangs-DNA nur sehr wenige 
Kopien des zu amplifizierenden DNA-Stücks enthält, was bei einem cDNA-Gemisch 
der Fall sein kann. Im Prinzip handelt es sich um zwei PCR-Reaktionen, wobei die 
erste Reaktion mit weniger Zyklen durchgeführt wird und lediglich dazu dient, die 
Anzahl des zu amplifizierenden DNA-Stücks in der Ausgangs-DNA für die 
darauffolgende PCR-Reaktion zu erhöhen. Die geschachtelte PCR kam bei der 
Amplifizierung des SNX3-Gens zum Einsatz. Das PCR-Programm für SNX3 sah wie 
folgt aus: 
 
Tabelle 2.12: Programmeinstellungen für geschachtelte PCR von SNX3 
PCR 1  PCR 2 
Zyklen Dauer Temperatur Programmschritt Temperatur Dauer Zyklen 
 2 min 94 °C Initiation 94 °C 2 min  
 30 s 94 °C Denaturierung 94 °C 30 s  
      30 s 56 °C Annealing 56 °C 30 s         
 1 min 72 °C Elongation 72 °C 1 min  
 10 min 72 °C finale Elongation 72 °C 10 min  
2520 
Ausgangs-DNA: cDNA aus Testis  
 
Von den 50 µl des Reaktionsgemisches aus der ersten PCR wurden 10µl als Template 






Die Agarosegel-Elektrophorese ist ein Verfahren, bei der DNA in ein Agarosegel 
eingebracht und anschließend eine elektrische Spannung angelegt wird. Innerhalb des 
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elektrischen Feldes lassen sich Makromoleküle wie DNA oder RNA proportional zum 
Logarithmus ihres Molekulargewichts auftrennen.  
Für die Herstellung eines Agarosegels wurde Agarose in Elektrophoresepuffer 
(1xTAE) mit Konzentrationen zwischen 1 und 1.5 % w/v aufgekocht, bis sich die 
Agarose vollständig gelöst hatte. Man ließ die Agarose abkühlen, bis sie handwarm 
war und gab Ethidiumbromid in 1:1000facher Verdünnung hinzu und goß die 
Gellösung in eine Gelkammer. Mit einem Kamm wurden Taschen für die Proben im 
Gel geformt. Sobald die Agarose sich verfestigt hatte, wurde das Gel in eine 
Elektrophoresekammer (Horizon® 20-25 / 11-14; LIFE TECHNOLOGIESTM, 
GIBCO BRL) gelegt, füllte diese mit ausreichend Elektrophoresepuffer auf und 
pipettierte die DNA-Proben in die Taschen, welche zuvor mit 6x Ladepuffer 
(FERMENTAS) versetzt wurden. Der Ladepuffer erhöht die Dichte der DNA-Lösung 
und erleichtert dadurch das Pipettieren in die Geltaschen. Anschließend wurde eine 
elektrische Spannung angelegt. Die Stromstärke durfte maximal 100 mA betragen, da 
es ansonsten zum Schmelzen des Gels kommen konnte.  
Durch Anlegen der elektrischen Spannung wandern DNA- und RNA-Moleküle, die 
wegen ihres Phosphatrückgrats negativ geladen sind, in Richtung Kathode. Dabei 
wirken die vernetzten Polysaccharidketten der Agarose als Sieb. Die kürzeren DNA-
Stränge wandern schneller als die längeren auf den Pluspol zu. Das im Gel enthaltene 
Ethidiumbromid interkaliert mit den Basen der Nukleinsäure und hat die besondere 
Eigenschaft, durch UV-Licht (Wellenlänge: 254 nm), welches von der DNA auf die 
EtBr-Moleküle übertragen wird, sein Anregungsspektrum zu verändern und eine 
starke Fluoreszenz zu verursachen. Dieser Effekt lässt alle Stellen im Gel, in denen 
DNA enthalten ist, hell aufleuchten, während DNA-freie Bereiche dunkel erscheinen. 
Die Lichtintensität ist dabei proportional zur vorhandenen DNA-Menge. Als 
Größenmarker wurden der GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder und der GeneRulerTM 
100bp DNA Ladder Plus (beide von MBI FERMENTAS) verwendet. Für die 
Ermittlung der Fragmentgrößen sind Größenmarker, deren Banden eine bereits 
bekannte Größe besitzen, unverzichtbar.  
 
2.2.3  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen  
Die Gel-Extraktion ermöglicht die Isolierung von DNA-Fragmenten, die zuvor auf 
einem Agarosegel nach ihrer Größe aufgetrennt wurden.  
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Für die Gel-Extraktion wurde das Min EluteTM Gel Extraction Kit (QIAGEN) benutzt. 
Die Isolierung erfolgte gemäß den Angaben des Herstellerprotokolls. 
Die zu isolierende DNA wurde auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht, mit 
einem Skalpell vorsichtig ausgeschnitten und in QG-Puffer, welcher eine hohe 
Salzkonzentration und einen sauren pH (<7) besitzt, für 10 Minuten bei 50°C im 
Thermomixer 5436 (EPPENDORF) gelöst. Der QG-Puffer bietet mit diesen 
Eigenschaften gute Bindevoraussetzungen für die DNA an die Säule. Die gelöste 
DNA wurde anschließend mit 1 Gelvolumen Isopropanol präzipitiert und auf eine 
Silikatsäule gegeben, in einer Tischzentrifuge für 1 Minute bei maximaler 
Geschwindigkeit zentrifugiert und mit einem ethanolhaltigen Puffer gewaschen. Der 
letzte Schritt war die Eluierung der DNA in 20 µl bidest H2O.  
 
 
2.2.4  DNA-Verdau mittels Restriktionsendonukleasen 
Restriktionsendonukleasen (kurz: Restriktionsenzyme) sind nicht nur wichtige 
Werkzeuge für die Molekularbiologie, sondern erfüllen in der Natur wichtige 
Schutzfunktionen. Die in den verschiedensten Bakterienarten enthaltenen 
Restriktionsenzyme schützen die Zellen vor Viren, indem sie die eindringende virale 
DNA abbauen. Die Endonukleasen erkennen eine bestimmte Sequenzfolge von vier 
bis acht Nukleotiden (Palindrome) und schneiden die DNA-Doppelhelix entweder 
direkt in der Erkennungssequenz oder leicht versetzt in unmittelbarer Nähe. Die 
bakterieneigene DNA ist durch bestimmte Methylierungsmuster vor Eigenverdau 
geschützt. Beim Schneiden der DNA entstehen je nach Restriktionsenzym entweder 
DNA-Fragmente mit glatten oder überstehenden (kohäsiven) Enden.  
 
Der DNA-Verdau mittels Restriktionsendonukleasen wurde zum einen für Insert- und 
Vektorpräparationen in Vorbereitung der Klonierungen eingesetzt und zum anderen 
für die Analyse der nach Klonierungen und Transformationen erhaltenen Kolonien 
verwendet.  
Bei allen durchgeführten Restriktionsverdaus handelte es sich um Doppelverdau-
Ansätze. Dabei wurde darauf geachtet, dass Puffer zum Einsatz kam, in dem jedes 
Enzym mindestens 50 % seiner maximalen Aktivität besaß. Das eingesetzte Volumen 
der Enzyme durfte maximal 5 % des Gesamtvolumens des Restriktionsansatzes 
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betragen, da es sonst bei Überschreitung zur Staraktivität der Enzyme wegen des 
glycerinhaltigen Puffers, in das sie gelöst sind, kommen kann.  
Für die Klonierung des offenen Leserasters der Gene EIF4A1, GPS2, LMO4 und 
SNX3 in den pcDNA3Flag-Vektor wurde mit NotI und XbaI verdaut.  
Für die Klonierung von PQBP1 in den pET-32a(+)-Vektor wurden Insert und Vektor 
mit EcoRI und NotI verdaut.  
Da es in Bakterien vorkommen kann, dass XbaI-Schnittstellen methyliert werden und 
somit das Schneiden der DNA mit dem methylierungssensitiven XbaI-
Restriktionsenzym verhindert wird, empfiehlt es sich, Bakterienstämme zu 
verwenden, die eine Methylierung der DNA nicht vornehmen können.  
Die einzelnen Reaktionsbedingungen für die Verdaus sind in tabellarischer Form 
dargestellt. 
 
Tabelle 2.13: Reaktionsbedingungen der Restriktionsverdaus für die Klonierung  




10x BSA + + + + + + + 
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H2O + + + + + + + 






Nacht 3 h 3 h 3 h 
+ : verwendet;    ─ : nicht verwendet 
 
Es wurden immer 1-2 µg DNA pro Restriktionsansatz eingesetzt. Das Endvolumen 
eines Restriktionsansatzes betrug 40 µl. Alle Verdaus wurden in einem Inkubator bei 
37°C durchgeführt. Die Inaktivierung der Enzyme nach dem Verdau erfolgte bei 65°C 
für 20 Minuten in einem Thermomixer.  
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Die nach den Klonierungen entstandenen Konstrukte wurden zur Überprüfung des 
inserierten Fragments mit NotI und XbaI für 3 Stunden unter denselben 
Reaktionsbedingungen wie die Kandidateninteraktionspartner verdaut und 
anschließend in einem Agarosegel aufgetrennt.  
 
2.2.5  Ligation  
Für die Integration eines DNA-Fragments (z.B. PCR-Produkt) in einen geschnittenen 
Vektor wurde die T4-DNA-Ligase (ROCHE) verwendet. Dieses Enzym stammt vom 
Bakteriophagen T4 und katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung 
zwischen einer 3´-OH-Gruppe des einen DNA-Moleküls und einer 5´-Phosphatgruppe 
des anderen DNA-Moleküls.  
Zur Ligation von kohäsiven Enden wurde die Insert-DNA im Überschuss zur Vektor-
DNA gegeben und zwar im Verhältnis 3:1. Durch solch ein Verhältnis wird die 
Wahrscheinlichkeit der Ligation zwischen Insert und Vektor erhöht, da Religierung 
der Vektor-DNA mit sich selbst nicht nützlich ist. Die Konzentrationen von Vektor 
und Insert wurden anhand der Bandenintensität in Agarosegelen abgeschätzt. Neben 
Vektor-DNA und Insert-DNA enthielt die Reaktionslösung 1.5 µl T4-DNA-Ligase 
(1U/µl) und 1.5µl 10x Ligasepuffer (ROCHE) und wurde mit H2O auf 15µl 
Endvolumen aufgefüllt. Die Ligation erfolgte über Nacht im PTC-200 Peltier Thermal 
Cycler (MJ RESEARCH) bei einer eingestellten Temperatur von 16°C. Auf diese 
Weise wurden die amplifizierten cDNAs für die Gene EIF4A1, GPS2, LMO4 und 
SNX3 in den pcDNA3Flag-Vektor kloniert sowie für PQBP1 in den pET-32a(+)-
Vektor. 
Die erzeugten Ligationsproben wurden anschließend für die Transformation von 
elektrokompetenten E.coli-Zellen verwendet. 
 
2.2.6  Transformation durch Elektroporation 
Die Elektroporation ist eine Methode, um DNA in Bakterien (Transformation) oder in 
Eukaryotenzellen (Transfektion) einzuschleusen. Sie ist nicht für alle Zellen und 
Bakterien geeignet, da in einer Küvette kurze elektrische Entladungen stattfinden, 
welche die Zellmembran für die DNA durchlässig machen und bei ungeeigneten 
Zellen Schäden verursachen würde. Um elektrokompetente E.coli-Zellen zu erhalten, 
müssen diese in 10 Volumenprozent Glyzerin aufbewahrt sein (Protokoll nach Dower 
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et al.;1988). Sinn und Zweck dieser Anwendung ist die schnelle Vermehrung des 
eingeschleusten DNA-Konstruktes, welches später durch Plasmid-Isolierung 
aufgereinigt und für weitere Experimente eingesetzt wird.  
Elektroporationen wurden an One Shot® TOP10 E.coli-Zellen (INVITROGEN) und 
BL21-CodonPlus® (DE3) E.coli-Zellen (STRATAGENE) durchgeführt.  
Die Zellen wurden aus dem -80°C-Eisschrank entnommen und auf Eis aufgetaut. Vor 
der eigentlichen Elektroporation muss man die ligierte DNA-Probe von Ionen 
befreien, da ansonsten die Leitfähigkeit zu hoch sein könnte, was die Zellen während 
des elektrischen Impulses zerstören würde. Für die Aufreinigung wurde das Montage 
PCR Kit (MILLIPORE) verwendet. Die Aufreinigung wurde nach dem Hersteller-
Protokoll durchgeführt. Anschließend wurden 20µl DNA-Konstrukt zu 40 µl 
Bakteriensuspension gegeben, diese dann in eine eisgekühlte GenePulser® Küvette 
(0.1 cm Elektrode) von BIO-RAD pipettiert und bei 1800 V elektroporiert. Durch den 
Impuls entstehen Poren, welche die Leitfähigkeit der Zelle erhöhen und somit einen 
elektrischen Strom erzeugen, mit dem die DNA-Moleküle ins Zellinnere gelangen 
können. Die Lebensdauer dieser Poren kann wenige Sekunden bis mehrere Minuten 
betragen. 500 µl LB-Medium wurden direkt nach der Elektroporation zu den Zellen 
gegeben und 1 Stunde bei 37°C auf dem Schüttler inkubiert. Danach erfolgte das 
Ausstreichen der Bakterienzellen auf LB-Agarplatten, welche Antibiotika enthielten, 
für die das in die Zellen transformierte DNA-Konstrukt ein Resistenzgen trägt.  
 
2.2.7  Plasmidisolierung 
Für die analytische Plasmidisolierung wurden Plasmide in einer Menge von bis zu 20 
µg mit dem QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN) isoliert. Es wurden 5 ml 
ampicillinhaltiges LB-Flüssigmedium mit einer einzelnen Bakterienkolonie angeimpft 
und über Nacht im 37°C temperierten Schüttelinkubator inkubiert. Dann wurden die 
Bakterien durch zehnminütige Zentrifugation bei 4000 rpm pelletiert und der 
Überstand entfernt. Anschließend erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA aus den 
Pellets nach Empfehlungen des Herstellers. Die DNA wurde in bidest H2O eluiert in 
einem Endvolumen von 50 µl. 
 
Zur Gewinnung größerer Mengen Plasmid-DNA (präparative Plasmidisolierung) 
wurden 100 ml ampicillinhaltiges LB-Flüssigmedium mit einer einzelnen 
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Bakterienkolonie inokuliert und über Nacht bei 37°C im Schüttelinkubator inkubiert. 
Anschließend wurde die Plasmid-DNA unter Verwendung des QIAGEN Plasmid 
Maxi Kits nach Herstellerangaben isoliert. Nach der Fällung der DNA mit 
Isopropanol wurde sie getrocknet und in 200 bzw. 400 µl bidest H2O aufgenommen.  
 
2.2.8  Photometrische Bestimmung von Nukleinsäurekonzentrationen  
Die Bestimmung von DNA-Konzentrationen erfolgte mit dem Photometer GeneQuant 
RNA/DNA Calculator bei einer Wellenlänge von 260 nm. Es wurden für jede 
Messung 100 µl verdünnter DNA-Lösung in eine Quartzküvette pipettiert. Für die 
korrekte Messung musste der Verdünnungsfaktor im Photometer eingegeben werden. 
Für die Kalibrierung des Photometers wurde eine Referenzprobe benutzt, in der keine 
DNA, sondern nur bidest H2O oder TE-Puffer enthalten war, je nachdem, in was die 
DNA gelöst wurde. Eine optische Dichte OD260nm = 1 entspricht einer Konzentration 
von 50 µg/µl doppelsträngiger DNA. Die Verunreinigung der DNA-Probe mit 
Proteinen kann aus dem Verhältnis OD260/ OD280 bestimmt werden, welches bei reiner 
DNA bei 1,7 bis 1,9 liegt.  
 
2.2.9  Überexpression und Proteinaufreinigung in E.coli  
Für die Überexpression des PQBP1-Proteins in prokaryotischen Zellen wurde das 
PQBP1-Gen in den induzierbaren pET-32a(+)-Expressionsvektor (NOVAGEN) 
kloniert. Das Konstrukt wurde in elektrokompetenten One Shot® TOP10 E.coli-Zellen 
(INVITROGEN) vermehrt, anschließend in einer Maxi-Präparation isoliert und in 
BL21-Codon Plus® (DE3) E.coli-Zellen (STRATGENE), welche eine Induktion der 
Expression von PQBP1 durch IPTG ermöglichen, transformiert. Die Überexpression 
erzeugt ein PQBP1-Fusionsprotein, das mehrere N-terminale Anhänge aufweist, 
darunter einen Poly-HIS-Anhang, der für die Aufreinigung des Proteins wichtig ist  
sowie einen Thioredoxin-Anhang, der die Löslichkeit des überexprimierten Proteins  
erhöht. Eine detaillierte Vektor-Karte ist dem Anhang beigefügt. 
Für die Überexpression wurden 10 ml Vorkultur angesetzt und über Nacht bei 37°C in 
einem Schüttelinkubator inkubiert. Die Vorkultur enthielt LB-Medium mit Ampicillin 
(50 µg/ml) und Chloramphenicol (35 µg/ml). Am nächsten Morgen wurden 5 ml der 
Vorkultur entnommen und in 100 ml vorgewärmtem LB-Medium  (ebenfalls mit 
Ampicillin und Chloramphenicol) gegeben und die Zellen bei 37°C inkubiert, bis eine 
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OD600 = 0.6 erreicht wurde. Dann wurde die Überexpression mit einer IPTG-
Konzentration von 0.5 mM induziert und für zwei Stunden durchgeführt. Zuvor 
wurde aber 1 ml der Kultur für die spätere SDS-PAGE-Analyse entnommen. 
Anschließend wurden die Zellen in einer Sorvall® RC-5B Zentrifuge (SORVALL 
INSTRUMENTS) mit einem SS-34 Rotor für 30 Minuten bei 4°C mit 5000 rpm 
pelletiert. Das Pellet wurde nach der Zentrifugation gewogen und in Lysepuffer (siehe 
Tab. 2.3) resuspendiert, wobei pro Gramm Pelletgewicht 3 ml Lysepuffer eingesetzt 
wurden. Es folgte eine Ultraschallbehandlung, um den Aufschluss der Zellen zu 
erreichen. Dann wurde das Lysat mit 10000 x g  für 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert, 
um entstandene Zelltrümmer zu pelletieren. Der Überstand wurde rotierend mit Ni-
NTA-Agarose (QIAGEN) für 60 Minuten bei 4°C inkubiert. Für 4 ml Lysat wurde 1 
ml der Ni-NTA-Agarose eingesetzt. Die Ni-NTA-Agarose besitzt eine hohe 
Bindekapazität für Proteine mit HIS-Anhang. Das im Lysepuffer enthaltene Imidazol 
hemmt die Bindung unspezifischer Proteine, die keinen HIS-Anhang besitzen und 
minimiert somit den Anteil kontaminierender Proteine in der Probe. Die Ni-NTA-
Agarose mit gebundenem Fusionsprotein wurde danach in eine Polypropylen-Säule 
(QIAGEN) gegeben und 2 Mal mit je 4 ml Waschpuffer (siehe Tab. 2.3) gewaschen. 
Die Waschfraktionen wurden für die SDS-PAGE-Analyse aufbewahrt. Es folgte die 
Elution des Proteins. Dabei wurde 4 Mal mit jeweils 0.5 ml Elutionspuffer (siehe Tab. 
2.3) eluiert. Die Eluat-Fraktionen wurden in 1.5 ml Eppendorfgefäßen gesammelt und 
eine SDS-PAGE-Analyse durchgeführt, um zu überprüfen, in welchen Eluat-
Fraktionen das Protein in größter Menge vorliegt. Zur Detektion des Proteins auf dem 
Western Blot wurde ein gegen den Poly-HIS-Anhang gerichteter Antikörper (Anti-
Penta-HIS) verwendet. Außerdem wurde eine Proteinkonzentrationsbestimmung nach 
Bradford gemacht.  
Anschließend sollte das aufgereinigte PQBP1-Fusionsprotein mit rekombinanter 
Enterokinase bzw. mit Thrombin (beide von NOVAGEN) geschnitten werden, um die 
n-terminalen Anhänge zu entfernen. Zuvor musste jedoch eine Dialyse der Probe 
gemacht werden, um die Menge des im Elutionspuffer enthaltenen Imidazol und NaCl 
zu reduzieren, da die Enterokinase bzw. das Thrombinenzym ansonsten inhibiert 
würden. Die Dialyse von 100 µl der aufgereinigten Proteinlösung erfolgte über Nacht 
mit 1 Liter Dialysepuffer (siehe Tab. 2.3) und mit Slide-A-Lyzer® MINI Dialysis 
Units (PIERCE). Die Durchführung erfolgte gemäß den Angaben des Herstellers. 
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Nach der Dialyse wurden 100 µg Protein mit 1 Unit Enterokinase für 16 Stunden bei 
Raumtemperatur verdaut. Per Definition des Herstellers NOVAGEN ist 1 Unit die 
Menge an Enzym, die benötigt wird, um 50 µg des mitgelieferten Kontrollproteins in 
16 Stunden bei Raumtemperatur in einem Puffer mit 50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 
2 mM CaCl2 und einem pH-Wert von 7.4 zu verdauen. Die Reaktion fand in einem 
Endvolumen von 50 µl statt. Als Letztes folgte die Denaturierung mit 5x SDS-Puffer 
für 5 Minuten bei 95°C und die Analyse durch SDS-PAGE.   
Der Verdau des PQBP1-Fusionsproteins mit Thrombin wurde unter verschiedenen 
Bedingungen durchgeführt. Es wurden 10 µg PQBP1-Fusionsprotein mit 0.005, 0.01, 
0.02 und 0.04 Units Thrombin 2, 4, 8 und 16 Stunden lang verdaut. Zudem wurde der 
Verdau bei Raumtemperatur und bei 4°C durchgeführt. Die Analyse des 
Thrombinverdaus wurde zum einen durch Silberfärbung des SDS-PAGE-Gels und 
durch Western-Blot (Immunodetektion) vorgenommen. 
 
2.2.10  Transfektion (Lipofektion) 
Das Wort Transfektion kommt aus dem Bereich der Gewebekultur und bezeichnet 
sowohl die genotypische als auch die phänotypische Veränderung einer Zielzelle, 
indem man Fremd-DNA in Zellkulturzellen einbringt. Dabei unterscheidet man 
zwischen dem nur zeitweiligen Einbringen des Plasmids in die Wirtszelle (transiente 
Transfektion) und dem dauerhaften Einbau in das Genom (stabile Transfektion). Das 
Einschleusen von DNA kann durch chemische Verfahren (Calcium-Phosphat-
Präzipitation), physikalische Verfahren (Elektroporation, Mikroinjektion, Particle 
Gun) und molekularbiologische Verfahren (Lipofektion) erfolgen. Die Transfektion 
ermöglicht es, Proteinexpressionen in Eukaryotenzellen zu studieren. 
 
In dieser Diplomarbeit wurden nur transiente Transfektionen durchgeführt. Dabei 
wurde von der sogenannten Lipofektion Gebrauch gemacht. Bei der Lipofektion 
werden die Plasmide, in die das Fremdgen kloniert wurde, mit Liposomen gemischt 
und dann zu den Zellen gegeben. Liposomen bestehen aus kationischen Lipiden, an 
denen die negativ geladenen DNA-Moleküle durch elektrostatische 
Wechselwirkungen binden. Es kommt zur Ausbildung eines DNA-Liposomen-
Komplexes, welcher mit der ähnlich aufgebauten Zellmembran fusioniert, die 
Plasmid-DNA wird intrazellulär freigesetzt und schließlich im Zellkern exprimiert. 
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Das Verhältnis zwischen eingesetzter DNA-Menge und Liposomen 
(LipofectamineTM2000) sollte nach Empfehlungen des Herstellers INVITROGEN 
etwa 1:2 bis 1:3 betragen. 
Etwa 1 bis 2 Tage nach der Transfektion kann mit der funktionellen Charakterisierung 
bzw. Analyse des exprimierten Proteins begonnen werden.  
 
Lipofektion von Zellen für anschließende Immunopräzipitation: 
 
Die HeLa-Zellen wurden bei einer Dichte von 4 x 106 Zellen in 150 cm2-
Zellkulturflaschen angesetzt. 24 Stunden später erfolgte die Transfektion der Zellen. 
Dabei wurden 16µg DNA und 35µl LipofectamineTM2000 pro Transfektion 
eingesetzt. DNA und Liposomen waren in jeweils 500 µl OptiMEM® gelöst. Nach 
Ansetzen der Lösungen und 5 Minuten Inkubation wurden DNA und Liposomen 
miteinander vermengt und 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen, damit es 
zur Ausbildung der DNA-Liposomen-Komplexe kommen konnte. In der 
Zwischenzeit wurden die Zellen mit sterilem PBS gewaschen und 15 ml frisches, 
vorgewärmtes DMEM-Medium dazugegeben. Zuletzt wurde dann der Komplex zu 
den Zellen pipettiert und diese dann für 24 Stunden im Inkubator mit 5%iger CO2-
Atmosphäre bei 37°C inkubiert.  
Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen lysiert und die Konzentration der 
Proteine bestimmt, um eine Immunopräzipitation durchführen zu können. 
 
Lipofektion von Zellen für Immunofluoreszenzversuche: 
 
Für die Immunofluoreszenzversuche wurden 6-Well-Platten mit Deckgläschen 
benutzt. Die Zellen wurden bei einer Dichte von 1.5 x 105 Zellen ausplattiert. 24 
Stunden später erfolgte die Transfektion. Pro Well wurden 1 µg DNA und 2 µl 
LipofectamineTM2000 eingesetzt. DNA und Liposomen waren in jeweils 100 µl 
OptiMEM® gelöst. Nach Ansetzen der Lösungen und 5 Minuten Inkubationszeit 
wurden DNA und Liposomen gemischt und 20 Minuten bei Raumtemperatur 
komplexiert. Die Zellen wurden mit sterilem PBS gewaschen und 2 ml frisches, 
vorgewärmtes DMEM-Medium je Well pipettiert. Anschließend wurde der Komplex 
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aus DNA und Liposomen zu den Zellen gegeben und die Zellen für 24 Stunden bei 
37°C im CO2-Inkubator inkubiert.  
 
 
2.2.11  Indirekte Immunofluoreszenz und Fluoreszenzmikroskopie 
Die Immunofluoreszenz macht Gebrauch von fluoreszierenden Farbstoffen, welche 
die Eigenschaft besitzen, Licht einer bestimmten Wellenlänge zu absorbieren, um es 
dann bei einer größeren Wellenlänge zu emittieren. In dieser Diplomarbeit wurden die 
Fluoreszenzfarbstoffe  4,6-Diamidino-2-Phenyl-indol-dihydrochlorid (DAPI), 
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Indocarbocyanin (Cy3) verwendet. DAPI 
interkaliert mit AT-reichen Regionen der DNA und hat sein Absorptionsmaximum bei 
358 nm und sein Emissionsmaximum bei 461 nm, so dass die angefärbte DNA blau 
leuchtet. Das Absorptionsmaximum von FITC liegt bei 496 nm und gibt grünes Licht 
von einer Wellenlänge zwischen 520 nm bis 530 nm ab. Cy3 hat das 
Absorptionsmaximum bei 550 nm und sein Emissionsmaximum liegt bei 570 nm und 
leuchtet rot. Die Fluoreszenzfarbstoffe FITC und Cy3 werden an sekundäre 
Antikörpermoleküle gekoppelt, welche wiederum selektiv an einen primären 
Antikörper, der gegen ein bestimmtes Zielprotein (Antigen) gerichtet ist, binden. Es 
handelt sich daher um einen indirekten Nachweis des Antigens, der mit Hilfe eines 
Fluoreszenzmikroskops erfasst werden kann. Diese Methode ermöglicht den 
Nachweis von Proteinen oder anderen Molekülen in Zellen und Geweben und gibt 
Aufschluss über die Lokalisation des Antigens in der Zelle.  
 
24 Stunden nach der Transfektion der HeLa-Zellen (siehe Punkt 2.2.10) wurden diese 
3 Mal kurz mit PBS gespült und anschließend für 10 Minuten mit 3.7 % PFA in 1.2x 
PEM-Puffer (120 mM Pipes, 6 mM EGTA und 2.4 mM MgCl2) bei Raumtemperatur 
fixiert. Es folgten drei Waschschritte mit 1x PBS für je 10 Minuten und die 
fünfminütige Permeabilisierung der Zellen mit 0.2 % Triton-X-100 in PBS bei 
Raumtemperatur. Nach der Permeabilisierung folgten weitere drei Waschschritte mit 
1x PBS für je 10 Minuten. Anschließend wurden die Zellen für 60 Minuten mit 
Block-Lösung, bestehend aus 4 % BSA in PBST (Tween= 0.2 %), bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Block-Lösung dient dem Blocken unspezifischer 
Bindungen. Als Nächstes folgte die Inkubation der Zellen mit primärem Antikörper in 
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Block-Lösung über Nacht bei 4°C. Am nächsten Morgen wurden die Zellen 3 Mal für 
10 Minuten mit PBS gewaschen. Parallel dazu wurde der sekundäre Antikörper 30 
Minuten lang bei 37°C in Block-Lösung, welcher 3 % HeLa-Lysat enthielt, inkubiert. 
Die Zellen wurden dann mit dem geblockten sekundären Antikörper 30 Minuten lang 
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubation erfolgte wegen des lichtempfindlichen 
sekundären Antikörpers im Dunkeln. Es folgten drei Waschritte mit 1x PBS  für 10 
Minuten bei RT. Danach wurden die Zellen in je 15 µl Vectashield mit DAPI (1µg/µl) 
auf einem Objektträger eingebettet und konnten mit dem Fluoreszenzmikroskop 
untersucht werden.  
Die für die Immunofluoreszenzversuche eingesetzten Antikörper und deren 
Verdünnung sind in Tabelle 2.14 aufgelistet. Zum Betrachten und Aufnehmen der 
Fluoreszenzbilder wurde das Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 (ZEISS) mit einem 
63x/1.4-Objektiv und einer CCD-Kamera (PHOTOMETRICS) verwendet. Die Bilder 
wurden mit der Software Smart Capture an einem Apple-Computer bearbeitet.  
 
Tab. 2.14: Verwendete Antikörper für die indirekte Immunofluoreszenz 
Primäre Antikörper Hersteller Verdünnung 
Anti-HA aus Maus, monoklonal COVANCE 1:1000 
Anti-Flag aus Kaninchen, polyklonal  SIGMA 1:500 
Anti-GPS2 aus Kaninchen, polyklonal Mitchell A. Lazar 1:1000 
Anti-LMO4 aus Ratte, polyklonal Jane Visvader 1:1000 
Anti-SNX3 aus Kaninchen, polyklonal Wanjin Hong 1:1000 
Sekundäre Antikörper Hersteller Verdünnung 
Anti-Maus-Cy3 DIANOVA 1:2000 
Anti-Maus-FITC DIANOVA 1:500 
Anti-Ratte-Cy3 DIANOVA 1 :1000 
Anti-Kaninchen-FITC DIANOVA 1:250 
 
 
2.2.12  Zellaufschluss durch Ultraschallbehandlung 
Bei der Ultraschallbehandlung kommen hochfrequente Schalldruckwellen (ca. 20 
kHz) zum Einsatz, die ohne Zusatz von Detergenzien oder Lyseenzymen einen 
schnellen Aufschluss von Zellen in Flüssigkeiten ermöglichen. 
Durch die hohen Schwingungen der Schallwellen werden rasch wechselnde 
Druckänderungen erzeugt (Kavitation), die ein Zerreißen der Zellmembranen und 
Zellwände bewirken.  
 - 33 - 
                                                                                                                    Material & Methoden 
Für den Aufschluss von Zellen wurde das Ultraschallgerät Sonopuls HD 2070 MS72 
(BANDELIN) verwendet. Die Ultraschallbehandlung wurde bei den einzelnen Proben 
für 10 Sekunden durchgeführt. Jede einzelne Sekunde bestand aus einem Impuls und 
einer darauf folgenden Ruhephase. Der Impuls betrug 30%, die Ruhephase 70%. Die 
Energie des Impulses entsprach 300 Watt. Während der Ultraschallbehandlung 
kommt es meist zu einem Temperaturanstieg der Lösung, und da durch den 
mechanischen Aufschluss der Zellen die Proteine in eine unphysiologische 
Umgebung gelangen, müssen diese vor Inaktivierung, Denaturierung und Degradation 
geschützt werden. Daher wurden die Zellen vor der Behandlung in einem Puffer 
gelöst, der Proteaseinhibitoren (Complete Mini von ROCHE) enthielt und in der Lage 
war, den pH-Wert ausreichend zu puffern. Außerdem musste fortwährend auf Eis 
gearbeitet werden, um die Temperatur so niedrig wie möglich zu halten.   
 
2.2.13  Proteinkonzentrationsbestimmung nach BRADFORD  
Die Bradford-Methode dient dem quantitativen Proteinnachweis und hat den Vorteil, 
dass sie wenig aufwendig und sehr sensitiv ist. Proteine werden durch Coomassie-
Brilliant-Blau-Einlagerungen kolorimetrisch bei einer Wellenlänge von 595 nm 
nachgewiesen.    
Für den Bradford-Test im Mikrotiterplattenmaßstab wurden 80 µl Proteinlösung 
(1:1000 verdünnt) mit 20 µl Bradford-Reagenz eingesetzt. Der im Bradford-Reagenz 
enthaltene Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 bildet in saurer Lösung sowohl 
mit den kationischen als auch den nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten der 
Proteine Komplexe. Das Absorptionsspektrum der ungebundenen (kationischen) 
Form hat ein Absorptionsmaximum bei 470 nm. Durch die Komplexbildung mit 
Proteinen wird der Farbstoff in seiner unprotonierten, anionischen Sulfatform 
stabilisiert und das Absorptionsspektrum verschiebt sich. Das Absorptionsmaximum 
liegt dann bei 595 nm. Mit jeder Proteinkonzentrationsbestimmung wurde eine 
Eichgerade erstellt. Als Referenzprotein wurde BSA im Konzentrationsbereich von 1-
10 µg/ml verwendet. Die Messung der Konzentration erfolgte mit dem 
Proteinmessgerät Anthos Reader 2020  (ANTHOS LABTEC INSTRUMENTS). 
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2.2.14  Ko-Immunopräzipitation  
Die Ko-Immunopräzipitation ist eine Methode, bei der Protein-Protein-
Wechselwirkungen nachgewiesen werden sollen. Der Nachweis der Interaktion 
erfolgt in vitro. Mit Hilfe eines Antikörpers wird ein bestimmtes Protein samt 
Interaktionspartner aus einem Proteingemisch heraus präzipitiert. Das präzipitierte 
Protein und seine Interaktionspartner werden anschließend im Western Blot 
(Immunodetektion) nachgewiesen.  
Für die Immunopräzipitation wurden 200, 400 oder 1000 µg Protein aus HeLa-
Zelllysaten verwendet.  
Bevor die eigentliche Immunopräzipitation begonnen wurde, fand eine Vorreinigung 
des Zelllysats mit 40 µl Protein A- oder G-Agarose je Probe statt. Die Protein A/G-
Agarose musste zuvor drei Mal mit geeignetem Lysepuffer (siehe Tab. 2.15) 
gewaschen werden. Zwischen den Waschschritten wurde mit 3000 rpm bei 4°C für 1 
min zentrifugiert. Die Vorreinigung des Zelllysats wurde für ein bis zwei Stunden bei 
4°C auf einem Mischer durchgeführt und hatte den Zweck, einen möglichst großen 
Anteil der unspezifisch bindenden Proteine zu entfernen, die während der Inkubation 
an die Protein-A/G-Agarose binden. Dadurch erzielt man eine Reduzierung des 
möglichen Hintergrundes, der bei der Visualisierung durch Immunodetektion 
auftreten kann. Anschließend wurde die Protein-A/G-Agarose mit 3000 rpm bei 4°C 
für 1 min herunter zentrifugiert und der Überstand für die eigentliche 
Immunopräzipitation verwendet.  
Das Zelllysat aus der Vorreinigung wurde für mindestens 3 Stunden oder über Nacht 
bei 4°C auf dem Mischer mit einem spezifischen Antikörper (siehe Tab. 2.5) gegen 
das Zielprotein inkubiert. 2 µg Antikörper wurden je Probe eingesetzt. Anschließend 
wurde der Antikörper mit gebundenem Zielprotein an Protein A/G-Agarose-Beads 
(40 µl je Probe) präzipitiert. Interaktionspartner des Zielproteins, die an dieses 
gebunden sind, werden mit dem Zielprotein kopräzipitiert. Nach der Präzipitation 
wurden die Beads drei Mal für 10 Minuten bei 4°C mit Lysepuffer gewaschen, um 
den Komplex aus gebundenem Zielprotein mit Interaktionspartnern aufzureinigen. 
Optional kann man direkt nach dem Waschen eine Peptid-Elution durchführen, oder 
man löst die Proteine samt Antikörper von den Beads durch Denaturierung, indem 
man 5x SDS-Ladepuffer, β-Mercaptoethanol und DTT hinzu gibt und 5 Minuten bei 
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95°C erhitzt. SDS unterbricht nichtkovalente Bindungen der Proteine und zerstört 
somit deren Tertiär- und Quartärstruktur. DTT und β-Mercaptoethanol besitzen 
reduzierende Eigenschaften und spalten Disulfidbrückenbindungen.  
Danach kann eine SDS-PAGE durchgeführt werden und der Nachweis der 
Proteininteraktion erfolgen. 
 
Bei der Peptid-Elution gibt man ein Peptid mit spezifischer Sequenz zu den Beads, 
welches der Antikörper, der für die Präzipitation verwendet wurde, erkennt. Es 
kommt zu einer Konkurrenzreaktion zwischen dem Peptid und dem Komplex aus 
Zielprotein und Interaktionspartnern. Da man das Peptid im Überschuss in das 
Proteingemisch gibt, wird der Großteil des gebundenen Proteinkomplexes vom 
Antikörper getrennt und in Lösung gehen. Man zentrifugiert nach der Peptid-Elution, 
entnimmt den Überstand und konzentriert diesen mit dem Vivaspin 500 Säulen-Kit 
(VIVA SCIENCE) auf ein gewünschtes Endvolumen. Danach werden die Proteine 
denaturiert durch Erhitzen auf  95°C für 5 Minuten, jedoch wird hier auf DTT 
verzichtet. 
 
Die in den verschiedenen Ko-Immunopräzipitationen verwendeten Puffer sind in der 
nachfolgenden Tabelle aufgelistet. 
 
Tab. 2.15: Verwendete Puffer für Ko-Immunopräzipitationsversuche 
Puffer 1 Puffer 2 Puffer 3 
4 mM      Hepes 
320 mM    Sucrose   
125 mM  NaCl 
pH 7.4  
40 mM    Hepes 
150 mM  NaCl 
pH 7.5 
50 mM    Tris 
150 mM  NaCl 
5 mM      MgCl2
1 mM      EDTA 
pH 7.5 
 
Für den Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen wurden verschiedene 
Nachweisbedingungen getestet. Dies war nötig, weil jede Protein-Protein-Interaktion 
ihre eigenen Reaktionsbedingungen benötigt, um stattfinden und als stabile Komplexe 
isoliert werden zu können. Es wurden nicht nur verschiedene Lysepuffer eingesetzt, 
sondern zusätzlich noch Gebrauch von Reagenzien wie DTT und Detergenzien 
(NP40) in verschiedenen Konzentrationen gemacht.  
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So wurde in einigen Immunopräzipitationen DTT benutzt, in anderen wiederum nicht, 
da seine reduzierende Wirkung auch auf die Antikörper erfolgt und diese dadurch 
zum Teil zerstört werden und somit die Präzipitation der Interaktionspartner nicht 
funktionieren würde. Dafür wurde dann aber das Detergenz NP40 in Konzentrationen 
von 0.05 - 0.1 % verwendet. Dieses Detergenz zerstört unspezifische Bindungsstellen 
und soll damit den Hintergrund stark reduzieren, hat aber den Nachteil, dass auch 
spezifische Bindungen gestört werden könnten. Um die Degradation der Proteine zu 
verhindern, wurden Protease-Inhibitoren verwendet. 
Es wird relativ schnell deutlich, dass viele Parameter getestet werden müssen, um 
ideale Nachweisbedingungen zu schaffen, die den Zuständen einer physiologisch 
intakten Zelle ähneln.  
In Abschnitt 3.4 steht im Detail geschrieben, welche Nachweisbedingungen für die 
jeweiligen Ko-Immunopräzipitationen verwendet worden sind. 
 
 
2.2.15  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
SDS-PAGE wird in der Analyse von Proteinen verwendet. Sie ermöglicht die 
Auftrennung von Proteinen nach ihrer Größe. 
Als Trennmedium bei dieser Art der Elektrophorese dient ein Gel auf 
Polyacrylamidbasis. Zusätzlich wird SDS verwendet, welches vor der 
elektrophoretischen Auftrennung im Überschuss in die Proteinlösung gegeben wird. 
Dieses anionische Detergenz überdeckt die Eigenladungen von Proteinen, so dass die 
Proteine eine konstante Ladungsverteilung aufweisen. Das Protein-SDS-Gemisch 
wird für 5 Minuten auf 95°C erhitzt, um Sekundär- und Tertiärstrukturen durch das 
Lösen von Wasserstoffbrücken aufzubrechen und das Strecken der Moleküle zu 
erreichen. Durch Zugabe von β-Mercaptoethanol oder DTT können Disulfidbrücken 
gespalten werden.  
Zur Auftrennung werden die denaturierten Proben in die einzelnen Taschen des 
Polyacrylamidgels pipettiert, welches senkrecht in einer Kammer mit geeigneten 
Elektrolyten (Lämmli-Puffer) eingelegt ist. Zusätzlich zu den Proben wird ein 
Größenmarker (Kaleidoscope Marker von BIO-RAD) auf das Gel geladen. Dieser 
besteht aus Proteinen mit bekannter Größe und ermöglicht nach der 
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elektrophoretischen Auftrennung die Abschätzung der Größe der Proteine in den 
eigentlichen Proben. Wird nun eine elektrische Spannung angelegt, kommt es zu einer 
Migration der gleichmäßig negativ geladenen Proteine in Richtung Kathode (Pluspol). 
Das Gel wirkt dabei wie ein Sieb. Kleine Proteine wandern relativ leicht durch die 
Maschen des Gels, während große Proteine eher zurückgehalten werden und dadurch 
langsamer durch das Gel wandern. Das Polyacrylamidgel besteht aus einer oberen 
Sammelgel- und einer unteren Trenngelphase. Im Sammelgel werden die Proteine bei 
maximal 80 V Spannung bis zum Übergang in die Trenngelphase gesammelt und 
bilden eine einheitliche Lauffront. In der Trenngelphase kann die Spannung bis auf 
maximal 200 V erhöht werden. Am Ende des Vorgangs sind alle Proteine im Trenngel 
nach ihrer Größe sortiert und können durch weitere Analysen (immunologische 
Nachweise wie z.B. beim Western Blot, Färbung wie z.B. beim Coomassie-Gel oder 
bei der Silberfärbung) bestimmt werden.  
 
2.2.16  Silberfärbung von Polyacrylamidgelen 
Die Silberfärbung gehört zu den sensitivsten Färbemethoden für Polyacrylamidgele 
und eignet sich besonders dann, wenn die Reinheit eines Proteins überprüft werden 
soll oder nur geringe Mengen an Protein im Gel vorhanden sind. Die untere 
Sensitivitätsgrenze liegt bei 1 bis 5 ng Protein. Zur Quantifizierung ist die 
Silberfärbung nicht geeignet, da das nach der Fixierung des Polyacrylamidgels 
verwendete Silbernitrat verschiedene Proteine unterschiedlich stark anfärbt. Die 
Silberfärbung wurde mit dem SilverQuestTM SilverStaining Kit (INVITROGEN) 
gemäß den Angaben des Herstellerprotokolls durchgeführt. 
 
2.2.17  Western Blot und Immunodetektion 
Ein Western Blot bezeichnet den elektrophoretischen Transfer von Proteinen auf eine 
Trägermembran, welche anschließend über unterschiedliche Reaktionen 
nachgewiesen werden können.  
Beim Western Blot werden die zuvor in einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennten 
Proteine aus der Polyacrylamidmatrix über ein senkrecht zum Gel angelegtes 
elektrisches Feld eluiert und auf eine Membran (Nitrozellulose, Nylon oder PVDF) 
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transferiert. In dieser Diplomarbeit wurden nur PVDF-Membranen benutzt. Diese 
Membranen müssen vor dem Blotten in Methanol aktiviert und mit 1x Blotting-Puffer 
gewaschen werden. Für den Transfer wurde die Blotting-Maschine Trans-Blot®SD 
Semi-Dry Tranfer Cell (BIO-RAD) verwendet. Es wurden 15 V Spannung angelegt 
und 25 Minuten lang geblottet. An der PVDF-Membranoberfläche bleiben die im 
elektrischen Feld wandernden Proteine aufgrund hydrophober Wechselwirkungen 
haften. Dabei bleibt das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Bei 
diesem Vorgang wird das an den Proteinen angelagerte SDS ausgewaschen, so dass 
die Proteine renaturieren und teilweise ihre Sekundär- und Tertiärstruktur wieder 
einnehmen können, nicht aber ihre Quartärstruktur. 
 
Nach dem Transfer werden die Proteine am häufigsten über eine Immunodetektion 
visualisiert. Dabei bindet ein antigenspezifischer Primär-Antikörper an Epitope des 
gesuchten Proteins. An den primären Antikörper bindet wiederum ein sekundärer 
Antikörper, über welchen die Detektion erfolgt. Weil die Renaturierung nicht 
vollständig ist, können bei der Verwendung monoklonaler Antikörper, die spezifisch 
nur ein Epitop erkennen, Probleme auftreten. 
Die Immunodetektion erfolgte in mehreren Schritten: 
Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran müssen zuerst die freien 
Bindungsstellen auf der Membran blockiert werden, da sich sonst die Antikörper an 
diese Bindungstellen heften und einen spezifischen Nachweis von Antigenen 
unmöglich machen würden. Das Blocken erfolgte mit 1% Milchpulver gelöst in PBST 
für 30 Minuten. Die Membran wurde dann mit einer Verdünnungslösung eines 
primären Antikörpers (siehe Tab. 2.16) behandelt, der das gesuchte Protein spezifisch 
bindet. Die Inkubation erfolgte für 1-2 Stunden oder über Nacht, je nach Effizienz des 
Antikörpers. Anschließend wurde die Membran 3 Mal für 5 Minuten mit PBST 
gewaschen, um schwächer haftende, unspezifisch gebundene Antikörper-Moleküle 
von der Membran zu entfernen. Der Sekundär-Antikörper wurde in entsprechender 
Verdünnung (siehe Tab. 2.16) auf die Membran gegeben und ist gegen den konstanten 
Immunglobulinteil des primären Antikörpers (Fc-Domäne) gerichtet. Die Inkubation 
betrug meist 30 bis 60 Minuten. Es folgten drei weitere Waschritte mit PBST und als 
Letztes die Chemilumineszenz-Reaktion zum Sichtbarmachen der detektierten 
Proteine auf Röntgenfilmen (FUJFILM). Dafür wurde das Western LightningTM 
 - 39 - 
                                                                                                                    Material & Methoden 
Chemiluminescence Reagent Plus Kit (PERKIN ELMER) verwendet. Die am 
sekundären Antikörper gekoppelte Peroxidase, welche aus dem Meerrettich stammt 
(engl. horse raddish peroxidase, HRP), katalysiert die Umsetzung von Luminol in 
seine oxidierte Form. Die dabei auftretende Lumineszenz wird vom Röntgenfilm 
erfasst. In der Entwicklermaschine Curix 60 (AGFA) wurden die Filme anschließend 
entwickelt. 
 
Die für die Immunodetektion verwendeten Antikörper und deren 
Verdünnungslösungen sind in nachfolgender Tabelle zusammengefasst. 
 
Tabelle 2.16: Primäre und sekundäre Antikörper für die Immunodetektion  
Primärer Antikörper Hersteller Verdünnung 
Anti-HA aus Maus, monoklonal COVANCE 1:1000 
Anti-Flag aus Kaninchen, polyklonal SIGMA 1:1000 
Anti-Penta-HIS aus Maus QIAGEN 1:2000 
Anti-PQBP1 (N-Terminus) aus Kaninchen AG Kalscheuer 1:1000 
Anti-PQBP1 (C-Terminus) aus Kaninchen AG Kalscheuer 1:1000 
Sekundärer Antikörper Hersteller Verdünnung 
Anti-Kaninchen-HRP AMERSHAM 1:2000 
Anti-Maus-HRP DIANOVA 1:2000 
 
 
2.2.18  In silico Analyse von DNA- und Aminosäuresequenzen 
 
Tabelle 2.17: Datenbanken und Software 
Name Internetaddresse Bemerkung 
NCBI / GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST , Alignment 
UCSC Human Genome 
Browser 
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway Version May 2004 
NEBcutter 2.0 http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php DNA-Restriktion 
Peptide Cutter http://www.expasy.org/tools/peptidecutter/ Protein-Restriktion 
Human Protein Reference 
Database 
http://www.hprd.org/ Protein-Analyse 
GCG Wisconsin Package  Sequenzanalyse 
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3. Ergebnisse  
 
 
3.1 Amplifizierung und Klonierung der PQBP1-Kandidateninteraktions-
partner LMO4, EIF4A1, GPS2 und SNX3 in den pcDNA3Flag-Vektor 
Die Proteine LMO4 (LIM domain-only 4), eIF4A1 (eukaryotic translation initiation factor 
4A, isoform 1), GPS2 (G protein pathway suppressor 2) und SNX3 (sorting nexin 3) wurden 
von Frau Dr. L. Musante durch Hefe-2-Hybrid-Experimente als wahrscheinliche 
Kandidateninteraktionspartner von PQBP1 gefunden.  
Ziel dieses Experiments war die Klonierung der Gene dieser Kandidateninteraktionspartner in 
den pcDNA3Flag-Expressionsvektor, um anschließend die Genprodukte der Konstrukte in 
Säugerzellen überexprimieren zu können, damit Untersuchungen zu Protein-Protein-
Interaktionen durchgeführt werden konnten. 
 
3.1.1 Vorbereitung des pcDNA3Flag-Vektors 
Damit die cDNAs der verschiedenen PQBP1-Kandidateninteraktionspartner in den 
pcDNA3Flag-Vektor kloniert werden konnten, musste dieser zuerst linearisiert werden. Der 
Restriktionsverdau  erfolgte mit den Enzymen NotI und XbaI (siehe Abschnitt 2.2.4). 
 







Abbildung 3.1: Restriktionsverdaus des pcDNA3Flag-Vektors 
Spur 1 zeigt das Bandenmuster des unverdauten Vektors. In Spur 2 und 3 ist der Einzelverdau vom 
Vektor mit NotI aufgetragen. Spur 4 und 5 zeigen den Einzelverdau mit XbaI, und in den Spuren 6 
und 7 ist der Doppelverdau des pcDNA3Flag-Vektors mit NotI und XbaI zu sehen. Als Größenmarker 
(M) diente der 1 kb DNA Ladder Marker. 
 
Abbildung 3.1 zeigt in den Spuren 2-7 eine deutliche Bande bei etwa 5.4 kb, die der Größe 
des Vektors entspricht, der in linearisierter Form vorliegt. Aus dem Agarosegel lässt sich 
ableiten, dass nach Einzelverdau mit NotI und XbaI kein zirkuläres Plasmid mehr nachweisbar 
ist und dementsprechend angenommen werden kann, dass die Restriktion vollständig war, und 
dass nach Doppelverdau des pcDNA3Flag-Vektors die Plasmid-DNA noch intakt aussieht.  
Es erfolgte eine Gel-Aufreinigung  des NotI/XbaI doppelverdauten Vektors. Vom extrahierten 
Vektor wurde 1 µl auf ein 1 % Agarosegel geladen, um die Elution zu überprüfen.  
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500 bp 







Abbildung 3.2: Linearisierter pcDNA3Flag-Vektor nach Gel-Elution 
Spur 1 zeigt den NotI/XbaI linearisierten Vektor nach der Gel-Elution. Es wurde 1 µl der eluierten 
DNA aufgetragen. Als Größenmarker (M) wurde der 1 kb DNA Ladder Marker verwendet. 
 
Abbildung 3.2 zeigt, dass die Gel-Extraktion/Elution mit dem verwendeten Protokoll und 
Materialien (Abschnitt 2.2.3) einwandfrei funktionierte. Der eluierte pcDNA3Flag-Vektor 
wurde für die Ligationen mit den cDNAs der PQBP1-Kandidateninteraktionspartner benutzt. 
 
3.1.2 Amplifizierung der offenen Leseraster von LMO4, EIF4A1, GPS2 und SNX3    
 
Die PCR-Amplifizierung des offenen Leserasters der einzelnen PQBP1-
Kandidateninteraktionspartner erfolgte wie in Abschnitt 2.2.1 geschildert. Die verwendeten 
Primer besitzen ein Translationsstartkodon und –stopkodon, sowie Überhänge, die im 
doppelsträngigen PCR-Amplifkationsprodukt Restriktionsschnittstellen für die Enzyme NotI 
und XbaI generieren (siehe Tabelle 2.8) und somit für die gerichteten Klonierungen in den 
entsprechend vorbereiteten Vektor geeignet waren.  
 







Abbildung 3.3: Amplifizierung von LMO4 durch PCR  
In den Spuren 1 bis 4 ist das amplifizierte PCR-Produkt gezeigt. Die Negativkontrolle (NK) besteht 
nur aus dem Mastermix, der für die PCR verwendet wurde. Der Marker (M) ist ein 100 bp DNA 
Ladder Plus Marker.  
 
In Abbildung 3.3 ist in den Spuren 1 bis 4 die mit den Primern LMO4_for und LMO4_rev 
(siehe Tab. 2.8) amplifizierte LMO4-cDNA mit einer erwarteten Größe von 498 bp zu sehen. 
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Als Ausgangsmaterial wurde LMO4 Plasmid-DNA verwendet. Die Negativkontrolle zeigt 
keine Bande, somit war das verwendete Reaktionsgemisch kontaminationsfrei. 
 
 M               1       2       NK 
 




Abbildung 3.4: Amplifizierung der EIF4A1- cDNA durch PCR 
Das PCR-Produkt ist in Spur 1 und 2 gezeigt. NK ist die Negativkontrolle. Als Marker (M) diente der 
100 bp DNA Ladder Plus Marker. Als Ausgangsmaterial wurde cDNA aus humanem fötalen Gehirn 
verwendet.  
 
Die EIF4A1-cDNA wurde durch Verwendung der Primer EIF4A1_for und EIF4A1_rev (siehe 
Tab. 2.8) und cDNA aus humaner fötaler Gehirn-RNA erfolgreich amplifiziert, wie in 
Abbildung 3.4 zu sehen ist. Die in Spur 1 und 2 sichtbaren Fragmente repräsentieren das 
Amplifikationsprodukt, das eine Länge von 1221 bp hat. Die Negativkontrolle ist 
kontaminationsfrei.  
 








Abbildung 3.5: Amplifizierung von zwei GPS2-cDNA Varianten (Hirn- und Hauptspleiß-
variante) 
Spur 1 und 2 zeigen das PCR-Produkt für die Hirnspleißvariante von GPS2. NK1 ist die 
entsprechende Negativkontrolle. 
In den Spuren 3 und 4 ist das PCR-Produkt für die Hauptspleißvariante von GPS2 gezeigt. NK2 ist 
die Negativkontrolle dieser PCR. Als Größenmarker (M) wurde der 100bp DNA Ladder Plus Marker 
verwendet.  
 
In Abbildung 3.5 ist in Spur 1 und 2 eine Bande zu sehen, bei der es sich um die GPS2-
Hirnspleißvariante mit einer Größe von 1168 bp handelt. Als Ausgangsmaterial stand 
Plasmid-DNA zur Verfügung. In Spur 3 und 4 ist ein Fragment mit einer Größe von 984 bp 
zu erkennen, die die Hauptspleißvariante von GPS2 repräsentiert. Für die Amplifizierung 
dieser Variante wurde humane Testis cDNA verwendet. Der Unterschied zwischen den 
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beiden Spleißvarianten besteht darin, dass die Hirnspleißvariante zwischen Exon 5 und 6 ein 
Intron enthält, welches in der anderen Variante nicht vorhanden ist. Für die PCR-
Amplifikationen wurden GPS2_for und GPS2_rev (siehe Tab. 2.8) als Primer verwendet. 
Beide Negativkontrollen sind kontaminationsfrei.  









Abbildung 3.6: Amplifizierung von SNX3 durch PCR 
In Spur 1 und 2 wurde das SNX3-cDNA PCR-Produkt aufgetragen. NK ist die Negativkontrolle. Der 
100 bp DNA Ladder Plus Marker diente als Größenmarker (M).  
 
 
Die Amplifizierung der SNX3-cDNA mit den Primern SNX3_for und SNX3_rev (siehe Tab. 
2.8) resultierte in dem erwarteten Produkt mit einer Größe von 489 bp, wie in den Spuren 1 
und 2 in Abbildung 3.6 gezeigt. Als Ausgangsmaterial wurde cDNA aus humaner Testis RNA 
verwendet  
 
Die amplifizierten PCR-Fragmente der LMO4, EIF4A1, GPS2 und SNX3 cDNAs wurden aus 
dem Gel extrahiert (siehe 2.2.3) und mit den Restriktionsenzymen NotI und XbaI verdaut 
(siehe Abschnitt 2.2.4). Um sicherzustellen, dass die DNA-Fragmente durch den 
Doppelverdau nicht degradiert wurden, mussten diese auf einem Agarosegel überprüft 
werden. Dazu wurde jeweils 1 µl der eluierten DNA geladen.  
B)A)  M1   M2               1       2       3       4       5 
       
   M                    1 
 
 
 1031 bp 
 500 bp 500 bp 
 
 
Abbildung 3.7: Kandidateninteraktionspartner und Vektor nach Aufreinigung im Agarosegel 
und Restriktionsverdau  
Es wurde jeweils 1 µl der verdauten DNA-Proben geladen. 
A) In Spur 1 ist das mit NotI und XbaI verdaute und eluierte LMO4-cDNA-Fragment geladen. Der 
100 bp DNA Ladder Plus Marker diente als Größenmarker (M).  
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B) Die GPS2-Hauptspleißvariante ist in Spur 1 gezeigt. Spur 2 enthält das EIF4A1-Fragment. In 
Spur 3 ist das SNX3-Fragment geladen, und in Spur 4 sieht man die Hirnspleißvariante von GPS2. 
Spur 5 enthält den geschnittenen pcDNA3Flag-Vektor. Alle Proben wurden mit NotI und XbaI 
verdaut. Als Marker wurden der 1 kb DNA Ladder (M1) sowie der 100 bp DNA Ladder Plus Marker 
(M2) verwendet. 
 
Bild A in Abbildung 3.7 zeigt das LMO4-Fragment, das eine Größe von 498 bp hat. Die DNA 
ist durch den Verdau nicht degradiert worden.  
In Bild B sieht man die nach der PCR aufgereinigten und verdauten PCR-Fragmente von 
EIF4A1, GPS2 und SNX3 sowie den linearisierten pcDNA3Flag-Vektor. Alle Fragmente  
haben die zu erwartende Größe. Keine der DNA-Proben wurde durch den Doppelverdau 
degradiert. Die PCR-Fragmente konnten nun mit dem Vektor ligiert werden (siehe 2.2.5). Für 
die Ligation wurde ein Insert-Vektor-Verhältnis von 3:1 je Probe gewählt. 
Nach der Ligation wurden die entstandenen Konstrukte in One Shot® TOP10 E.coli-Zellen 
(INVITROGEN) transformiert und die Zellen auf ampicillinhaltigen LB-Agarplatten 
ausplattiert.  
 
Für den Nachweis von Positivklonen, d.h. von Zellen, die den Vektor samt Insert tragen, 
wurden zwei Methoden verwendet. Es wurde eine Kolonie-PCR von einigen der gewachsenen 
Klone gemacht, bei der die Primer des jeweiligen Kandidatengens verwendet wurden (siehe 
Tab. 2.8) und eine Plasmidisolierung (Mini-Präparation) mit anschließendem 
Restriktionsverdau durch NotI und XbaI, was zum Herausschneiden des Inserts führen würde. 
Die Visualisierung erfolgte auf ethidiumbromidhaltigen Agarosegelen.  
 
 
M            1     2     3     4      5    6              7    8     9    10   11  12                       NK 
 
 




Abbildung 3.8: Kolonie-PCR von EIF4A1 
In Spur 1 bis 12 sind die einzelnen Klone, die auf das EIF4A1-Insert geprüft wurden, zu sehen. NK 
ist die Negativkontrolle, die nur den Reaktionsmix enthält. Als Marker (M) diente der 100 bp DNA 
Ladder Plus Marker. 
 
In Abbildung 3.8 ist zu sehen, dass die Klone 1 bis 4 und 10 bis 12 eine deutliche Bande 
zeigen, bei der es sich sehr wahrscheinlich um das EIF4A1-Insert mit einer Größe von 1221bp 
 - 45 - 
                                                                                                                                                   Ergebnisse 
handelt. Bei den Klonen 5 und 6 sowie 7 bis 9 ist der Nachweis des Inserts nicht gelungen, 
d.h. diese Klone tragen nur den leeren Vektor. Die Negativkontrolle zeigt kein Signal, somit 
war der Reaktionsmix kontaminationsfrei.   
 








Abbildung 3.9: Kolonie-PCR von GPS2 (Hirnspleißvariante) 
In den Spuren 1 bis 18 sind die Kolonie-PCR Produkte unterschiedlicher Klone aufgetragen. NK ist 
die Negativkontrolle, die zum Überprüfen des Master-Mix auf Kontamination gemacht wurde. M ist 
der 100 bp DNA Ladder Plus Größenmarker. 
 
 
Die Klone 1 bis 6, 8, 9, 11 bis 13 sowie 16 bis 18 in Abbildung 3.9 zeigen alle ein 
Amplifikationsprodukt, welches eine Größe von etwas unter 1200 bp hat. Somit enthalten 
diese Klone sehr wahrscheinlich die klonierte cDNA der Hirnspleißvariante von GPS2 (1168 
bp). Die Klone 7, 10 und 14 zeigen kein Signal und enthalten dementsprechend eher kein 
Insert. Bei Klon 15 ist eine schwache 1168 bp-Bande zu erkennen, die aber durch 
Kontamination mit DNA aus der Nachbarspur beim Beladen des Gels entstanden ist. Die 
Negativkontrolle zeigt kein Signal.  
 







Abbilung 3.10: Kolonie-PCR von GPS2 (Hauptspleißvariante) 
Die Spuren 1 bis 17 zeigen die für die Kolonie-PCR verwendeten Klone. NK ist die Negativkontrolle. 
Als Marker (M) diente der 100 bp DNA Ladder Plus Marker.   
 
In Abbildung 3.10 sind alle bis auf die Klone 5, 10 und 15 positiv auf die Hauptspleißvariante 
von GPS2 getestet worden. Sie zeigen die 984 bp große Bande. Die Negativkontrolle ist 
kontaminationsfrei.     
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500 bp  
 
Abbildung 3.11: Kolonie-PCR von SNX3  
Von Spur 1 bis 17 sind die Amplifikationsprodukte der unterschiedlichen Klone aufgetragen, die für 
die Kolonie-PCR verwendet wurden. NK ist die Negativkontrolle. M ist der 100 bp DNA Ladder Plus 
Marker 
 
Bis auf zwei Klone (12 und 14) tragen alle das SNX3-cDNA Insert im pcDNA3Flag-Vektor, 
was an der 489 bp großen Bande zu erkennen ist. Die Negativkontrolle zeigt keine Bande.  
 
Von den Positivklonen aus den einzelnen Kolonie-PCRs wurde eine Plasmidisolierung 
durchgeführt (siehe 2.2.7) und anschließend ein Doppelverdau mit NotI und XbaI 
vorgenommen, um das Ergebnis nochmals zu bestätigen. Weil die Kolonie-PCR von LMO4-
Klonen trotz mehrerer Versuche nicht gelingen wollte, wurden diese nur über den 
Doppelverdau auf das Insert überprüft. Da alle Positivklone aus den Kolonie-PCRs von 
EIF4A1, GPS2 und SNX3 im Doppelverdau ebenfalls positiv ausfielen, wird nur das 


















































































































































Abbildung 3.12: Doppelverdau von unterschiedlichen Klonen, um klonierte LMO4-cDNA zu 
detektieren 
Als Größenmarker diente der 1 kb DNA Ladder Marker.  
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In Abbildung 3.12 ist die Plasmid-DNA von 8 verschiedenen Klonen gezeigt, jeweils im 
unverdauten und im mit NotI und XbaI verdauten Zustand. Die Klone 1, 2, 4, 6, 7 und 8 
tragen alle das LMO4-cDNA Insert. Die unverdauten Proben weisen alle dasselbe 
Bandenmuster auf. Nur Klon 5 hat zwei Banden, die weder mit dem LMO4-Insert noch mit 
dem Bandenmuster der unverdauten Plasmid-DNA übereinstimmen.  
 
Einige Positivklone der Klonierungen wurden vollständig sequenziert und mit den 
Originalsequenzen in der GenBank-Datenbank verglichen, um zu überprüfen, ob es zu 
fehlerhaften Nukleotideinbauten während der reversen Transkription und der Amplifikation 
gekommen war. Der fehlerhafte Einbau eines einzigen Nukleotids kann schon zur 
Veränderung der Aminosäuresequenz führen oder gar ein frühzeitiges Stopkodon hervorrufen, 
aus dem ein unvollständiges Protein resultieren würde.  
 
Für die weiteren Experimente wurden folgende Klone verwendet: 
EIF4A1:    Klon 13 
GPS2 (Hauptspleißvariante): Klon 8 
GPS2 (Hirnspleißvariante): Klon 6 
LMO4:   Klon 4 
SNX3:    Klon 10 
 
Die Nukleotidsequenzen der offenen Leseraster der klonierten Gene sind dem Anhang 
beigefügt.  
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3.2  Überprüfung der Transfektionseffizienz   
Um die Lokalisation der klonierten PQBP1-Kandidateninteraktionspartner in der Zelle 
studieren und Untersuchungen über Protein-Protein-Wechselwirkungen durchführen zu 
können, wurden die aus den Klonierungsexperimenten (siehe Abschnitt 3.1) erhaltenen 
Konstrukte in HeLa-Zellen transfiziert (siehe Abschnitt 2.2.10). Hierdurch wurde eine 
Überexpression der zu untersuchenden Proteine erreicht.  
Durch die Klonierung der cDNAs in den pcDNA3Flag-Vektor weisen die überexprimierten 
Proteine alle einen N-terminalen Flag-Anhang auf, durch den man die Proteine mit einem 
gegen den Flag-Anhang gerichteten Antikörper leicht detektieren kann.  
Die PQBP1-cDNA wurde in den pTL1-HA2-Expressionsvektor kloniert. Die Überexpression 
führte zu einem Genprodukt, das einen HA-Anhang am N-Terminus besitzt, welcher 
wiederum als Epitop für Antikörper genutzt wird. Dieses PQBP1-Konstrukt wurde von Frau 
Dr. L. Musante für diese Diplomarbeit zur Verfügung gestellt.  
Der erste Schritt zur Fortführung der Experimente war die Überprüfung, ob nach erfolgter 
Einzeltransfektion (Transfektion mit jeweils einem Konstrukt pro Zellpopulation) der HeLa-
Zellen die jeweiligen Proteine der Konstrukte überexprimiert wurden. Dazu wurden die 
Zellen 24 Stunden nach der Transfektion durch Ultraschallbehandlung lysiert (siehe Abschnitt  
2.2.12). Vom Lysat wurde eine Proteinkonzentrationsbestimmung gemacht (siehe Punkt 
2.2.13) und anschließend 30 µg von jedem Lysat auf ein 12%iges SDS-PAGE-Gel geladen 










































































































































50 kDa 50 kDa 
 
37 kDa 37 kDa 
 
   
20 kDa 
 
Anti-HA Anti-Flag   
Abbildung 3.13: Überexpression verschiedener Konstrukte in HeLa-Zellen 
Bild A und B stammen vom selben Blot, sind aber nach der Inkubation mit unterschiedlichen 
Antikörpern entstanden. Es wurden jeweils 30 µg Zelllysat von den transfizierten Zellengeladen. Die 
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rot umkreisten Banden repräsentieren die vom Antikörper spezifisch erkannten Proteine. Die 
Expositionsdauer betrug 15 Sekunden.  
A) Der Blot wurde mit einem polyklonalen gegen den Flag-Anhang der Kandidatenproteine 
gerichteten Antikörper (aus Kaninchen) inkubiert. Es sind sechs pcDNA3Flag-Konstrukte sowie das 
HA-PQBP1-Konstrukt gezeigt, wobei letzteres als Negativkontrolle dient, um unspezifische 
Bandenmuster von spezifischen Signalen unterscheiden zu können.  
B) Das überexprimierte PQBP1-Protein trägt einen HA-Anhang und wurde mit dem monoklonalen 
gegen den HA-Anhang gerichteten Antikörper (Maus) nachgewiesen. Die Zelllysate mit 
überexprimierten Flag-Proteinen dienen hier als Negativkontrolle, um unspezifische Signale des 
Antikörpers erkennen zu können. 
 
Bild A in Abbildung 3.13 zeigt, dass die Transfektion und Überexpression von EIF4A1, 
LMO4, SNX3 sowie der beiden GPS2-Spleißvarianten aus den pcDNA3Flag-Konstrukten in 
HeLa-Zellen funktioniert hat. Die Negativkontrolle (HA-PQBP1) macht deutlich, dass der 
verwendete polyklonale Anti-Flag-Antikörper neben den spezifischen Banden auch etwas 
Hintergrundaktivität aufweist, die durch unspezifische Bindungen mit anderen Proteinen zu 
erklären ist. Das eIF4A1-Protein hat eine Molekulargröße von etwa 46 kDa, was mit der 
spezifisch erkannten Bande übereinstimmt. Die Bande des GPS2-Proteins der 
Hauptspleißvariante liegt deutlich über 20 kDa, sollte aber nach mathematischer Berechnung 
der Molekulargröße nur bei etwa 19 kDa liegen, da die 1168 Basenpaar lange mRNA dieser 
Variante im Vergleich zur Hauptspleißvariante ein zusätzliches Intron enthält, das ein 
frühzeitiges Stopkodon erzeugt. Eventuell ist das Protein einer posttranslationalen 
Modifikation unterlegen. Der angefügte Flag-Anhang verändert die Größe der 
Fusionsproteine nur unwesentlich. Das Protein der Hauptspleißvariante von GPS2 hat eine 
Größe von etwa 36 kDa, das LMO4-Protein eine Größe von 18 kDa und SNX3 ein 
Molekulargewicht von 19 kDa.    
In Bild B ist die erfolgreiche Transfektion und Überexpression vom PQBP1-Protein aus dem 
pTL1-HA2-Expressionsvektor gezeigt. Der gegen den HA-Anhang gerichtete monoklonale 
Antikörper hat sehr spezifisch gebunden und keinen unspezifischen Hintergrund verursacht. 
Die Bande des HA-PQBP1-Fusionsproteins liegt etwas unter 37 kDa, was mit der errechneten 
Größe von circa 30 kDa nicht übereinstimmt. Das Molekulargewicht von 37 kDa ist in 
zahlreichen SDS-PAGE-Analysen beobachtet worden und nicht durch den HA-Anhang zu 
erklären, da dieser das Molekulargewicht von PQBP1 nur unwesentlich verändert.  
 
Da die verwendeten Konstrukte erfolgreich getestet wurden, konnten diese nun für 
Immunofluoreszenz- und Ko-Immunopräzipitationsexperimente genutzt werden.    
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3.3 Untersuchung der intrazellulären Lokalisation von eIF4A1, 
GPS2, LMO4 und SNX3 sowie Kolokalisation mit PQBP1 
 
 
Ziel dieser Experimente war die Bestimmung der intrazellulären Lokalisation der 
Proteine eIF4A1, LMO4, SNX3 und der Genprodukte der Haupt- und 
Hirnspleißvariante von GPS2 sowie des PQBP1-Proteins. Außerdem sollte untersucht 
werden, ob PQBP1 mit den einzelnen Kandidatenproteinen kolokalisiert, was einen 
Hinweis auf eine mögliche Interaktion geben würde.  
 
Es wurden sowohl Einzel- als auch Kotransfektionen in HeLa-Zellen durchgeführt, 
wobei die erstellten Konstrukte aus Abschnitt 3.1 und das von der Arbeitsgruppe zur 
Verfügung gestellte PQBP1-Konstrukt zum Einsatz kamen. Da im Verlauf der 
Diplomarbeit auch Antikörper verfügbar waren, die gegen endogen exprimiertes 
GPS2, LMO4 und SNX3 gerichtet sind, ergab sich die Möglichkeit, die intrazelluläre 
Lokalisation zwischen überexprimierten und endogen vorhandenen PQBP1-
Kandidateninteraktionspartnern zu vergleichen.  
Die transfizierten HeLa-Zellen wurden wie im Abschnitt 2.2.11 erläutert für die 




3.3.1  Bestimmung der intrazellulären Lokalisation der Kandidatenproteine 
eIF4A1, GPS2, LMO4 und SNX3 sowie PQBP1 
 
Um das überexprimierte und mit einem HA-Anhang versehene PQBP1-Protein (HA-
PQBP1) unter dem Fluoreszenzmikroskop detektieren zu können, wurde ein gegen 
den HA-Anhang gerichteter primärer Antikörper (Anti-HA aus Maus) und ein mit 
dem Fluoreszenzfarbstoff Indocarbocyanin (Cy3) gekoppelter sekundärer Antikörper 
(Anti-Maus-Cy3), der gegen den primären Antikörper gerichtet ist, verwendet. Das 
Protein sollte im roten Farbkanal sichtbar sein. Um die Spezifität des sekundären 
Antikörpers zu überprüfen, wurde eine Negativkontrolle gemacht, die nur den leeren 
pTL1-HA2-Vektor enthält, das kein überexprimiertes Protein erzeugt und somit kein 
Signal im roten Farbkanal entstehen dürfte. 
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Abbildung 3.14: Intrazelluläre Lokalisation vom überexprimierten PQBP1-Protein  
Abschnitt A zeigt die Negativkontrolle zur Überprüfung der Spezifität des sekundären 
Antikörpers. In Abschnitt B ist die Überexpression von HA-PQBP1 gezeigt.   
 
 
In Abbildung 3.14 ist in der Negativkontrolle kein Signal im roten Kanal zu sehen, 
d.h., dass der sekundäre Antikörper (Anti-Maus-Cy3) keine unspezifischen 
Kreuzreaktionen verursacht hat. Das bedeutet, dass im roten Kanal vorhandene 
Signale in der PQBP1-Probe nur durch spezifische Bindung des sekundären 
Antikörpers an sein Epitop entstanden sein können. Das überexprimierte PQBP1-
Protein ist vorwiegend im Nukleus lokalisiert, wie der rote Kanal in Abschnitt B 
deutlich macht. Die DAPI-Färbung zeigt die intakten Zellkerne. In einer sehr geringen 
Anzahl von betrachteten Zellen war neben dem nukleären auch ein schwaches 
zytosolisches Signal vorhanden.     
 
Um die Lokalisation der überexprimierten mit einem Flag-Anhang versehenen 
Proteine eIF4A1, GPS2, LMO4 und SNX3 bestimmen zu können, wurde ein gegen 
den Flag-Anhang gerichteter primärer Antikörper (Anti-Flag aus Kaninchen) und ein 
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelter 
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sekundärer Antikörper (Anti-Kaninchen-FITC) benutzt. Die Lokalisation der 
Kandidatenproteine ist im grünen Farbkanal zu erkennen.  
 
 
































Abbildung 3.15: Intrazelluläre Lokalisation der einzeln überexprimierten Proteine 
eIF4A1, GPS2, LMO4 und SNX3 
Abschnitt A zeigt die Negativkontrolle, die unspezifische Kreuzreaktionen des sekundären 
Antikörpers aufzeigen soll. Die Abschnitte B bis E zeigen die Lokalisation der einzeln aus 
den pcDNA3Flag-Konstrukten überexprimierten Kandidatenproteine. 
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Der sekundäre Antikörper (Anti-Kaninchen-FITC) verursacht keine unspezifischen 
Kreuzreaktionen wie der grüne Kanal der Negativkontrolle in Abbildung 3.15 zeigt.  
 
Somit sollten alle unter dem Mikroskop im grünen Farbkanal vorhandenen Signale in 
den Abschnitten B bis E spezifisch und durch die Kandidatenproteine verursacht 
worden sein.  
Die intrazelluläre Lokalisation des eIF4A1-Proteins in Abschnitt B ist auf das 
Zytoplasma beschränkt und weist dort eine relativ gleichmäßige Verteilung des 
Proteins auf (grüner Kanal). Die DAPI-Färbung zeigt, dass die Zellkerne der 
transfizierten Zellen völlig intakt sind.     
In Abschnitt C sieht man das überexprimierte GPS2-Protein der Hauptspleißvariante. 
Das Protein scheint größtenteils um den Nukleus herum lokalisiert zu sein in einem 
stark punktierten Muster. Die DAPI gefärbten Zellkerne sind intakt.   
Abschnitt D zeigt das LMO4-Protein, das strikt im Nukleus lokalisiert ist, wobei die 
Verteilung etwas ungleichmäßig scheint, was man an den dunklen Stellen in den 
Nuklei erkennen kann. Die Zellkerne sind intakt. 
Das überexprimierte SNX3-Protein in Abschnitt E weist im grünen Farbkanal eine 
stark punktierte Verteilung im Zytoplasma um den Zellkern herum auf. Der Nukleus 
ist nicht beschädigt.  
 
 
Da mit der Zeit auch Antikörper gegen die endogen exprimierten Proteine GPS2, 
LMO4 und SNX3 zur Verfügung standen, wurden untransfizierte HeLa-Zellen mit 
diesen Antikörpern behandelt. Der primäre Antikörper gegen das endogen exprimierte 
GPS2-Protein (Anti-GPS2 aus Kaninchen) und der primäre Antikörper gegen das 
endogen exprimierte SNX3-Protein (Anti-SNX3 aus Kaninchen) wurden mit 
demselben sekundären Antikörper (Anti-Kaninchen FITC) detektiert. Somit sollten 
die beiden Proteine im grünen Farbkanal sichtbar sein. Der primäre Antikörper gegen 
das endogen exprimierte LMO4 stammte aus der Ratte (Anti-LMO4) und wurde von 
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Abbildung 3.16 : Intrazelluläre Lokalisation der endogen exprimierten Proteine GPS2, 
LMO4 und SNX3 
Die Abschnitte A und B zeigen die Lokalisation von endogen exprimiertem GPS2 und SNX3, 
welche im grünen Farbkanal sichtbar sind und in Abschnitt C ist das endogene LMO4-Protein 
im roten Farbkanal visualisiert. 
 
Abschnitt A in Abbildung 3.16 zeigt die intrazelluläre Lokalisation des endogen 
exprimierten GPS2-Proteins. Die Verteilung des Proteins im grünen Farbkanal scheint 
relativ gleichmäßig im Zytoplasma vorhanden zu sein. Ein stark punktiertes Muster 
wie beim überexprimierten GPS2-Protein (siehe Abb. 3.15, Abschnitt C) ist nicht zu 
erkennen. Die Zellkerne sind intakt (DAPI-Kanal). 
Das endogen exprimierte SNX3-Protein in Abschnitt B weist ein nahezu identisches 
Verteilungsmuster auf wie das überexprimierte SNX3 (siehe Abb. 3.15, Abschnitt C). 
In beiden Fällen ist das stark punktierte Muster im Zytoplasma um den Nukleus 
herum zu erkennen.   
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Der rote Farbkanal in Abschnitt C zeigt das endogene LMO4-Protein, das genau wie 
das artifiziell überexprimierte LMO4-Protein (siehe Abb. 3.15, Abschnitt D) nur im 
Nukleus lokalisiert ist und dort ebenfalls eine leicht ungleichmäßige Verteilung 
aufweist, was durch teils hellere und dunklere Stellen zu erkennen ist.  
  
 
Anschließend wurden Kotransfektionen durchgeführt, um eine möglicherweise 
vorhandene Kolokalisation der Kandidateninteraktionspartner mit PQBP1 
festzustellen.  
 
Es ließen sich keine repräsentativen Immunofluoreszenzbilder aus den 
kotransfizierten HeLa-Zellen erstellen, da fast alle Zellen, die erfolgreich mit zwei 
Konstrukten transfiziert wurden, apoptotisch oder nekrotisch waren. Es ist nicht 
auszuschließen, dass das verwendete Transfektions- und Präparationsprotokoll die 
Probleme bei den Kotransfektionen verursacht haben könnte.  
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3.4 Untersuchungen von Protein-Protein-Interaktionen mittels der Ko-
Immunopräzipitationsmethode 
 
Ziel dieser Experimente war der Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen zwischen dem 
PQBP1-Protein und eIF4A1, GPS2, LMO4 sowie SNX3. Diese Proteine wurden von Frau Dr. 
L. Musante durch eine Hefe-2-Hybrid-Analyse als potenzielle Interaktionspartner für PQBP1 
gefunden. Um eine mögliche Interaktion dieser Proteine mit PQBP1 in Säugerzellen zu 
untersuchen und auszuschließen, dass es sich um falschpositive Ergebnisse handelt, was beim 
Hefe-2-Hybrid-System gelegentlich der Fall sein kann, sollten Ko-
Immunopräzipitationsexperimente durchgeführt werden. Da Protein-Protein-Interaktionen oft 
durch nicht kovalente Bindungen vollzogen werden und diese Wechselwirkungen meist sehr 
spezifische physiologische Bedingungen benötigen bzw. sehr leicht gestört werden können, 
ist es von größter Bedeutung, geeignete Nachweisbedingungen zu schaffen, die den 
Zuständen einer physiologisch intakten Zelle ähneln, damit Wechselwirkungen zwischen 
Interaktionspartnern ungestört stattfinden können.  
 
Für diese Experimente wurde zunächst nach einem geeigneten Zellsystem gesucht. Hierzu 
wurden COS7-, SHSY-5Y- und HeLa-Zellen transfiziert und anschließend lysiert und geprüft, 
in welchem dieser Zellsysteme die Genprodukte der eingesetzten Konstrukte in größter 
Menge vorhanden waren. In den Zelllysaten von  COS7- und SHSY-5Y- Zellen war die 
Menge an überexprimiertem Protein sehr gering, was durch eine geringe Transfektionsrate 
erklärbar ist. Somit waren diese Zelllinien für die geplanten Ko-
Immunopräzipitationsexperimente nicht geeignet. HeLa-Zellen hingegen wiesen eine starke 
Überexpression der eingesetzten Konstrukte auf, was durch eine höhere 
Transfektionseffizienz erklärbar ist. Dementsprechend konnte man aus diesen Zellen die 
größte Menge an überexprimiertem Protein erhalten, weswegen ausschließlich HeLa-Zellen 
für diese Experimente verwendet wurden. Die Durchführung der einzelnen Ko-
Immunopräzipitationsversuche verlief im Wesentlichen wie in Abschnitt 2.2.14 beschrieben. 
Mögliche Parameter, die sich zwischen den Ko-Immunopräzipitationen unterschieden, waren 
die eingesetzte Menge an Protein, die Zusammensetzung des Puffers, der Einsatz von 
Detergenzien (z.B. NP40) und reduzierenden Verbindungen (z.B. DTT), die für die 
Präzipitation verwendeten Antikörper und Agarose-Beads sowie die Dauer der Präzipitation. 
Die in der Tabelle 2.15 auf Seite 36 aufgeführten Puffer sind gebräuchliche Lyse- und 
Waschpuffer für Ko-Immunopräzipitationsexperimente. 
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Das erste Ko-Immunopräzipitationsexperiment wurde für das LMO4-Protein durchgeführt, da 
das Konstrukt, welches das LMO4-Insert enthält, als Erstes zur Verfügung stand. Als Lyse- 
und Waschpuffer wurde Puffer 1 (siehe Tab. 2.15) verwendet. Die eingesetzte Proteinmenge 
betrug 500 µg. Die Präzipitation dauerte 3 Stunden und erfolgte mit einem gegen den Flag-
Anhang des überexprimierten LMO4-Proteins gerichteten Antikörper.  
 
Um die Beschriftung der Abbildungen zu vereinfachen, werden der pcDNA3Flag-Vektor und 
der pTL1-HA2-Vektor in allen folgenden Abbildungen in verkürzter Schreibweise (Flag-
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Abbildung 3.17: Erster Versuch einer Ko-Immunopräzipitation von PQBP1 mit LMO4 
Die rot umkreisten Banden sind die von dem jeweils verwendeten Antikörper spezifisch erkannten 
Proteine. 500 µg Protein wurden pro Ko-IP eingesetzt. Von den Zelllysaten wurden jeweils 30 µg 
Protein geladen, um die erfolgreiche Überexpression der Proteine zu zeigen. Die Expositionsdauer des 
Films betrug 20 Sekunden. 
In Bild A ist das überexprimierte LMO4-Protein mit einem polyklonalen gegen den Flag-Anhang 
gerichteten Antikörper (Anti-Flag; aus Kaninchen) detektiert worden.  
In Bild B wurde das überexprimierte PQBP1-Protein mit einem gegen den HA-Anhang gerichteten 
monoklonalen Antikörper (Anti-HA; aus Maus) detektiert.   
In Bild A und B stellen die dicken Banden bei etwa 25 und 50 kDa in den Ko-IP Proben die schwere 
und leichte Kette des für die Präzipitation verwendeten Antikörpers dar. 
 
Die Präzipitation des überexprimierten LMO4-Proteins mit dem an den Agarose-Beads 
gekoppelten Antikörper (Anti-Flag aus Maus) ist gelungen wie man aus Bild A in Abbildung  
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3.17 entnehmen kann. Spur 1 zeigt dort die etwa 18 kDa große Bande des LMO4-Proteins. 
Spur 2 und 3 dienen als Negativkontrollen. In Bild B ist zu erkennen, dass sowohl in Spur 1, 
in der die Proteininteraktion nachgewiesen werden sollte, als auch in der Negativkontrolle in 
Spur 2, das ca. 37 kDa große überexprimierte PQBP1-Protein vorhanden ist. In Spur 1 ist die 
Intensität der PQBP1-Bande nur geringfügig höher als in Spur 2. Normalerweise hätte in der 
Ko-IP Probe in Spur 2 kein PQBP1 detektiert werden dürfen, da die Präzipitation mit Anti-
Flag-Agarose-Beads erfolgte. Erklären lässt sich das Vorhandensein der PQBP1-Bande durch 
das Anlagern des PQBP1-Proteins an unspezifische Bindungsstellen der Agarose-Beads 
während der Inkubation. Daher kann keine Aussage darüber getroffen werden, ob in Spur 1 
die PQBP1-Bande unter den gegebenen Bedingungen als Folge einer Ko-Präzipitation 
entstanden ist. Spur 3 zeigt, wie erwartet, weder in Bild A noch in Bild B ein spezifisches 
Signal, da in diesen Ansätzen keines der Proteine überexprimiert wurde. 
 
 
Es wurden anschließend Ko-Immunopräzipitationsversuche mit den 
Kandidateninteraktionspartnern eIF4A1, GPS2 (Haupt- und Hirnspleißvariante) und SNX3 
mit PQBP1 unter denselben Bedingungen durchgeführt wie für das LMO4-Protein. Es 
konnten auch hier keine Interaktionen unter den gegebenen Bedingungen für einen der 
Kandidaten mit PQBP1 festgestellt werden. Es mussten also andere Nachweisbedingungen 
getestet werden. Neben der Optimierung der Reaktionsbedingungen war die unspezifische 
Bindung von PQBP1 an die Agarose-Beads ein Problem, das den Nachweis einer spezifischen 
Interaktion erschwerte. Daher wurde entschieden, zunächst zu testen, ob ein Detergenz wie 
z.B. NP40 in der Lage wäre, die unspezifischen Bindungsstellen zu zerstören, um somit die 
Bindung von PQBP1 an die Agarose-Beads zu verhindern. Es wurden drei verschiedene 
NP40-Konzentrationen (0.2, 0.5 und 1 %) eingesetzt und Lysat von Zellen verwendet, die nur 
mit dem PQBP1-Konstukt transfiziert waren. Es wurden 250 µg Protein pro Ansatz benutzt 
und 3 Stunden lang mit Agarose-Beads, an denen der monoklonale gegen den Flag-Anhang 
gerichtete Antikörper (Anti-Flag; aus Maus) gekoppelt war, inkubiert. Puffer 1 (siehe Tab. 
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Abbildung 3.18: NP40 und seine Wirkung auf unspezifische Bindungen von PQBP1 
In den Spuren 1 bis 4 sind jeweils 250 µg Protein geladen, welche mit Agarose-Beads inkubiert 
wurden. In den Spuren 5 bis 8 sind jeweils 50 µg Protein aus Zelllysaten geladen. Die in den Spuren 1 
bis 4 bei 25 und 50 kDa deutlich sichtbaren Banden stammen von der schweren und leichten Kette des 
Anti-Flag Antikörpers. Die Detektion des überexprimierten PQBP1-Proteins erfolgte mit dem 
monoklonalen Anti-HA-Antikörper. Die Expositionsdauer betrug 20 Sekunden. 
 
Spur 1 in Abbildung 3.18 bestätigt die Annahme, dass das überexprimierte PQBP1-Protein 
unspezifisch an die Agarose-Beads bindet. Normalerweise hätte die 37 kDa große PQBP1-
Bande nicht vorhanden sein dürfen, da eine Präzipitation des Proteins mit dem Anti-Flag-
Antikörper nicht möglich ist. Die Spuren 2 bis 4 machen deutlich, dass die Zugabe des 
Detergenz NP40 die unspezifische Bindung von PQBP1 an die Agarose-Beads effizient 
unterbunden hat. Bereits bei 0.2 % NP40 in der Probenlösung ist kein unspezifisch 
gebundenes PQBP1 mehr vorhanden. Die Spuren 5 bis 8 zeigen das überexprimierte PQBP1 
aus den Zelllysaten.  
Man kann nicht ausschließen, dass durch NP40 auch spezifische Bindungen zerstört werden, 
daher war es notwendig, die Konzentration von NP40 so niedrig wie möglich zu halten.  
Für die folgende Ko-Immunopräzipitation wurde nicht nur das Detergenz NP40 eingesetzt, 
sondern auch die Pufferzusammensetzung verändert. Puffer 2 (siehe Tab. 2.15) enthält im 
Gegensatz zu Puffer 1 keine Sucrose, dafür aber eine zehnfach höhere Konzentration der 
Puffersubstanz Hepes und 25 mM mehr NaCl. Dem Puffer 2 wurde NP40 im Anteil von     
0.05 % und 0.1 % zugesetzt. Die Präzipitation dauerte 3 Stunden und erfolgte mit dem 
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Abbildung 3.19: Ko-IP von PQBP1 mit LMO4 mit verschiedenen NP40-Konzentrationen 
Die rot umkreisten Banden sind die von dem jeweils verwendeten Antikörper spezifisch erkannten 
Proteine. 250 µg Protein wurden pro Ko-IP eingesetzt. Von den Zelllysaten wurden jeweils 50 µg 
Protein geladen. Die Expositionsdauer des Films betrug 30 Sekunden. 
In Bild A ist das überexprimierte LMO4-Protein mit einem polyklonalen gegen den Flag-Anhang 
gerichteten Antikörper (Anti-Flag; aus Kaninchen) detektiert worden.  
In Bild B wurde das überexprimierte PQBP1-Protein mit einem gegen den HA-Anhang gerichteten 
monoklonalen Antikörper (Anti-HA; aus Maus) detektiert.   
In Bild A und B stellen die dicken Banden bei etwa 25 und 50 kDa in den Ko-IP Proben die schwere 
und leichte Kette des für die Präzipitation verwendeten Antikörpers dar. 
 
Bild A in Abbildung 3.19 zeigt die erfolgreiche Präzipitation des überexprimierten LMO4-
Proteins (Spur 1 und 2). Die Spuren 3 und 4 dienen als Negativkontrolle. In Bild B ist in den 
Spuren 1 und 2 keine Ko-Präzipitation vom überexprimierten PQBP1-Protein zu erkennen. 
Der Nachweis einer Interaktion von LMO4 mit PQBP1 ist unter diesen Bedingungen nicht 
gelungen. 
Der Anti-Flag-Antikörper hat in den Zelllysaten durch Kreuzreaktionen unspezifischen 
Hintergrund erzeugt (besonders stark an den zwei Banden unterhalb von 37 kDa zu 
erkennen).  
Für die Ko-Immunopräzipitationsversuche der restlichen Kandidateninteraktionspartner 
wurden dieselben Reaktionsbedingungen verwendet wie für das LMO4-Protein. Auch diese 
Versuche zeigten dasselbe Ergebnis. Es konnte unter den gegebenen Reaktionsbedingungen 
keine Interaktion zwischen den Kandidateninteraktionspartnern und PQBP1 nachgewiesen 
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werden. Eventuell ist der Einsatz von NP40 weniger geeignet als angenommen, da die 
spezifischen Bindungen vielleicht leichter gestört werden als die unspezifischen.  
 
Für die nächste Serie von Ko-Immunopräzipitationen wurde entschieden, die Präzipitation mit 
Agarose-Beads durchzuführen, an denen ein monoklonaler Antikörper gekoppelt war, der 
gegen den HA-Anhang des überexprimierten PQBP1-Proteins gerichtet ist. Somit sollte der 
Nachweis einer Interaktion in entgegen gesetzter Richtung getestet werden. Außerdem wurde 
die Menge an Protein auf 1 mg erhöht, die pro Ansatz verwendet werden sollte.  
Puffer 2 kam als Lyse- und Waschpuffer zum Einsatz, der zusätzlich entweder 0.05 % NP40, 
0.1 % Triton X-100 oder kein Detergenz enthielt. Die Präzipitation dauerte 3 Stunden. Es 
wird nur die Ko-Immunopräzipitation von LMO4 mit PQBP1 gezeigt, da sich die Ergebnisse 
mit den anderen Ko-Immunopräzipitationen gleichen. 
 
B) A) 
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Abbildung 3.20: Ko-IP von PQBP1 mit LMO4 in Gegenwart von NP40 und Triton X-100 
Die rot umkreisten Banden sind die von dem jeweils verwendeten Antikörper spezifisch erkannten 
Proteine. 1 mg Protein wurde pro Ko-IP eingesetzt. Die Expositionsdauer des Films betrug 10 
Sekunden. 
In Bild A wurde das überexprimierte PQBP1-Protein mit dem monoklonalen Anti-HA-Antikörper 
detektiert.   
In Bild B sollte das überexprimierte LMO4-Protein mit dem polyklonalen Anti-Flag-Antikörper (aus 
Kaninchen) detektiert werden.  
In Bild A stellen die Banden bei etwa 25 und 50 kDa die schwere und leichte Kette des für die 
Präzipitation verwendeten Antikörpers dar. In Bild B ist nur die 25 kDa Bande zu sehen. 
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Es konnte überexprimiertes PQBP1-Protein präzipitiert werden, was man anhand der 37 kDa 
großen Bande in den Spuren 4 bis 6 in Bild A der Abbildung 3.20 erkennen kann. In Bild B 
ist keine Ko-Präzipitation des LMO4-Proteins zu erkennen. Bei einer erfolgreichen Ko-
Präzipitation des LMO4-Proteins wäre eine Bande bei etwa 18 kDa sichtbar geworden. Weder 
in Spur 4, in der kein Detergenz verwendet wurde, noch in den Spuren 5 und 6, die ein 
Detergenz enthielten, ist solch eine Bande zu erkennen. Die Spuren 1 bis 3 dienten als 
Negativkontrolle und zeigen, dass das überexprimierte LMO4-Protein nicht unspezifisch an 
die Agarose-Beads gebunden hat. Die Erhöhung der eingesetzten Proteinmenge auf 1 mg pro 
Ansatz scheint unter den verwendeten Nachweisbedingungen keinen positiven Effekt erzielt 
zu haben.  
 
 
Es folgten weitere Ko-Immunopräzipitationsversuche, in denen die Detergenzien NP40 und 
Triton X-100 zum Einsatz kamen und die Präzipitation mit Agarose-Beads durchgeführt 
wurde, an denen entweder der monoklonale Anti-HA-Antikörper oder der monoklonale Anti-
Flag-Antikörper gekoppelt war. Da sich keine Verbesserung der Nachweisbedingungen 
einstellte, weil vermutlich auch die spezifischen Bindungen gestört wurden, wurde auf den 
weiteren Gebrauch von Detergenzien verzichtet. Selbst eine weitere Verringerung der 
eingesetzten Konzentration der Detergenzien brachte keinen Erfolg. Dafür sollten in den 
folgenden Ko-Immunopräzipitationen stringentere Waschschritte durchgeführt werden, um 
unspezifisch gebundene Moleküle zu entfernen. Dies konnte zum Beispiel durch verlängerte 




In der nächsten Abbildung sind die Ko-Immunopräzipitationsversuche von LMO4 
beziehungsweise SNX3 mit PQBP1 gezeigt. Puffer 2 wurde als Lyse- und Waschpuffer 
benutzt. Es wurden 300 µg  Protein pro Ko-IP eingesetzt. Die Präzipitation dauerte 3 Stunden 
und erfolgte mit dem monoklonalen gegen den Flag-Anhang der überexprimierten 
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Abbildung 3.21: Ko-IP Versuche von PQBP1 mit LMO4 beziehungsweise SNX3 
Die rot umkreisten Banden sind die von dem jeweils verwendeten Antikörper spezifisch erkannten 
Proteine. 300 µg Protein wurden pro Ko-IP eingesetzt. Die Expositionsdauer des Films betrug 20 
Sekunden. 
In Bild A wurde das überexprimierte PQBP1-Protein mit dem gegen den HA-Anhang gerichteten 
monoklonalen Antikörper (Anti-HA; aus Maus) detektiert.   
In Bild B sind die überexprimierten Proteine LMO4 und SNX3 mit einem polyklonalen gegen den 
Flag-Anhang gerichteten Antikörper (Anti-Flag; aus Kaninchen) detektiert worden.  
In Bild A stellen die Banden bei etwa 25 und 50 kDa die schwere und leichte Kette des für die 
Präzipitation verwendeten Antikörpers dar. In Bild B ist nur die 25 kDa Bande der leichten Kette zu 
sehen 
 
Die Spuren 1 und 2 in Bild B der Abbildung 3.21 zeigen, dass die Präzipitation der 
überexprimierten Proteine LMO4 und SNX3 erfolgreich durchgeführt wurde. Es sind die 
erwarteten Banden zu erkennen, für SNX3 die etwa 20 kDa und für LMO4 die etwa 18 kDa 
große Bande. Zudem sind sehr schwache Banden, die etwas über der 37 kDa-Markierung 
liegen, zu sehen. Diese sind durch unspezifische Kreuzreaktionen des für die Visualisierung 
verwendeten polyklonalen Anti-Flag-Antikörpers entstanden. In Bild A ist die 37 kDa große 
PQBP1-Bande sowohl in den Spuren 1 und 2 als auch in der Negativkontrolle in Spur 3 zu 
sehen. Interessanterweise ist die Bande in Spur 2 stärker ist als die in der Negativkontrolle. 
Dies könnte durch eine spezifische Präzipitation von LMO4 mit PQBP1 erklärt werden, 
jedoch ist der Unterschied zur Negativkontrolle nicht signifikant genug. Demzufolge müssen 
geeignetere Nachweisbedingungen gefunden werden, um die Interaktion zu verifizieren. Die 
in Spur 1 sichtbare Bande ist nicht das Produkt spezifischer Interaktion, sondern ist sehr 
wahrscheinlich durch unspezifische Bindung des PQBP1-Proteins an die Agarose-Beads 
entstanden und hat dieselbe Intensität wie die Bande in der Negativkontrolle.  
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Für eIF4A1 und GPS2 (Haupt- und Hirnspleißvariante) wurden ebenfalls PQBP1 Ko-
Immunopräzipitationen unter denselben Bedingungen durchgeführt. Für diese Kandidaten 
ergab sich dasselbe Bild wie für die Ko-Immunopräzipitation von SNX3 in Abbildung 3.21. 
Es konnten keine Unterschiede zur Negativkontrolle festgestellt und somit keine Interaktionen 
aufgezeigt werden.  
 
 
Für die nächsten Ko-Immunopräzipitationexperimente wurde entschieden, die Dauer der 
Präzipitation von drei Stunden auf eine Stunde zu verkürzen, da auf diese Weise die Menge 
des unspezifisch bindenden PQBP1-Proteins an die Agarose-Beads verringert werden sollte.    
Als Lyse- und Waschpuffer wurde Puffer 3 (siehe Tab. 2.15) verwendet, dem neben 
Proteaseinhibitoren auch die reduzierende Verbindung Dithiothreitol (DTT) in einer 
Konzentration von 0.5 mM zugegeben wurde. DTT wirkt stabilisierend auf Proteinkomplexe, 
jedoch zerstört es auch die Disulfidbrückenbindung von Antikörpern durch seine reduzierende 
Wirkung, was während des Präzipitationsvorgangs problematisch sein könnte, daher wurde 
die Konzentration von DTT niedrig gehalten. Für jede Ko-IP Probe wurden 400 µg Protein 
eingesetzt. Die Präzipitation erfolgte mit dem monoklonalen Anti-Flag-Antikörper, der gegen 
den Flag-Anhang der Kandidateninteraktionspartner gerichtet und an Agarose-Beads 
gekoppelt war.  
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Abbildung 3.22: Ko-Immunopräzipitation von eIF4A1 und LMO4 mit PQBP1 
Die rot umkreisten Banden sind die von dem jeweils verwendeten Antikörper spezifisch erkannten 
Proteine. 400 µg Protein wurden pro Ko-IP eingesetzt. Die Expositionsdauer der Filme betrug 15 
Sekunden. Für die Überprüfung der Expression der Proteine wurden jeweils 50 µg Zelllysat geladen 
In Bild A und C wurde das überexprimierte PQBP1-Protein mit dem gegen den HA-Anhang 
gerichteten monoklonalen Antikörper (Anti-HA; aus Maus) detektiert.   
In Bild B und D sind die überexprimierten Proteine LMO4 und eIF4A1 mit einem polyklonalen gegen 
den Flag-Anhang gerichteten Antikörper (Anti-Flag; aus Kaninchen) detektiert worden.  
 
Bild B in Abbildung 3.22 zeigt, dass die Inkubationsdauer von einer Stunde für die 
Präzipitation von eIF4A1 und LMO4 ausreichend war. In Spur 1 ist das etwa 46 kDa große 
eIF4A1-Protein und in Spur 2 das 18 kDa große LMO4-Protein zu sehen. Spur 3 ist die 
Negativkontrolle und zeigt keine Bande.  
Spur 2 in Bild A zeigt die erfolgreiche Ko-Präzipitation des PQBP1-Proteins, die sehr 
wahrscheinlich unter diesen Versuchsbedingungen durch spezifische Interaktion mit dem 
LMO4-Protein entstanden ist, da die Negativkontrolle in Spur 3 kein unspezifisch gebundenes 
PQBP1 aufweist. Die Ko-Präzipitation von PQBP1 mit eIF4A1 hat unter diesen 
Nachweisbedingungen nicht zu einem positiven Ergebnis geführt, da keine 37 kDa große 
Bande vorhanden ist.  
In Bild C ist die Überexpression des PQBP1-Proteins dargestellt, das in den verwendeten 
Zelllysaten vorhanden ist. Bild D zeigt die überexprimierten Proteine eIF4A1 und LMO4 aus 
den Zelllysaten.  
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Um das Ergebnis der Ko-Immunopräzipitation von LMO4 mit PQBP1 zu bestätigen, wurde 
das Experiment wiederholt. Die Proteinmenge wurde von 400 auf 500 µg pro Ko-IP Probe 
erhöht. Die restlichen Parameter blieben gleich. Zusätzlich ist der Ko-
Immunopräzipitationsversuch von SNX3 mit PQBP1 gezeigt.  
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Abbildung 3.23: Ko-IP von LMO4 und SNX3 mit PQBP1 
Die rot umkreisten Banden sind die von dem jeweils verwendeten Antikörper spezifisch erkannten 
Proteine. 500 µg Protein wurden pro Ko-IP eingesetzt. Die Expositionsdauer der Filme betrug 10 
Sekunden. Für die Überprüfung der Expression der Proteine wurden jeweils 50 µg Zelllysat geladen. 
In Bild A wurde das überexprimierte PQBP1-Protein mit dem gegen den HA-Anhang gerichteten 
monoklonalen Antikörper (Anti-HA; aus Maus) detektiert.   
In Bild B sind die überexprimierten Proteine LMO4 und SNX3 mit einem polyklonalen gegen den 
Flag-Anhang gerichteten Antikörper (Anti-Flag; aus Kaninchen) detektiert worden.  
Die in den Ko-IP Proben bei 25 und 50 kDa deutlich sichtbaren Banden stammen von der schweren 
und leichten Kette des für die Präzipitation verwendeten Antikörpers.  
 
Die Wiederholung der Ko-Immunopräzipitation von LMO4 mit PQBP1 hat nicht zu den 
eindeutigen Ergebnissen aus dem vorangegangenen Versuch geführt. Die Negativkontrolle in 
Spur 3 in Bild A der Abbildung 3.23 enthält die 37 kDa große PQBP1-Bande. Die PQBP1-
Bande in Spur 1 zeigt zwar die stärkste Intensität, aber das Signal des unspezifisch 
gebundenen PQBP1-Proteins in der Negativkontrolle ist zu stark als das man von einem 
signifikanten Unterschied ausgehen könnte. Das PQBP1-Signal in Spur 2 entspricht der 
Intensität der Bande aus der Negativkontrolle. Die Spuren 4 bis 6 zeigen das überexprimierte 
PQBP1-Protein in den Zelllysaten.   
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In Bild B ist die erfolgreiche Präzipitation von LMO4 und SNX3 gezeigt (Spur 1 und 2). In 
den Zelllysaten sind ebenfalls die überexprimierten Proteine zu sehen.   
 
Die Ko-Immunopräzipitationen wurden mehrfach unter denselben Bedingungen wiederholt, 
jedoch konnte unter den gewählten Nachweisbedingungen weder für eIF4A1, GPS2 (Haupt- 
und Hirnspleißvariante) und SNX3 eine Interaktion festgestellt noch für LMO4 das Ergebnis 
aus der Ko-Immunopräzipitation in Abbildung 3.22 aufgrund des unspezifisch bindenden 
PQBP1-Proteins an die Agarose-Beads nochmals so deutlich bestätigt werden.  
 
Als abschließende Versuchsreihe wurde eine Serie von Ko-Immunopräzipitationen 
durchgeführt, in denen die Präzipitation sowohl mit Agarose-Beads, an denen der 
monoklonale gegen den HA-Anhang des überexprimierten PQBP1-Proteins gerichteten 
Antikörper gekoppelt war als auch mit Agarose-Beads, die den monoklonalen gegen den 
Flag-Anhang der aus dem pcDNA3Flag-Vektor überexprimierten Proteine gerichteten 
Antikörper enthielten, durchgeführt wurde. Auf die Zugabe von DTT in den Waschschritten, 
in denen die IP-Proben von unspezifisch gebundenen Proteinen befreit werden sollten, wurde 
verzichtet. Es lag die Vermutung nahe, dass der nutzende Effekt des DTTs, und zwar die 
Stabilisierung der Proteinkomplexe, zu gering ist im Vergleich zum schadenden Effekt, der 
die Zerstörung des für die Präzipitation verwendeten Antikörpers durch Auflösen der 
Disulfidbrückenbindung zur Folge hat. Nur während der Zelllyse wurde Puffer 3 mit DTT in 
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Abbildung 3.24: Ko-IP von LMO4, SNX3 und GPS2 (Hauptspleißvariante) mit PQBP1 
Die rot umkreisten Banden sind die von dem jeweils verwendeten Antikörper spezifisch erkannten 
Proteine. 400 µg Protein wurden pro Ko-IP eingesetzt. Die Expositionsdauer der Filme betrug 30 
Sekunden. Für die Überprüfung der Expression der Proteine wurden jeweils 50 µg Zelllysat geladen 
In Bild A und C wurde das überexprimierte PQBP1-Protein mit dem gegen den HA-Anhang 
gerichteten monoklonalen Antikörper (Anti-HA; aus Maus) detektiert. Gezeigt sind die Ko-IP Proben, 
die mit dem an Agarose-Beads gekoppelten Anti-HA-Antikörper inkubiert wurden.  
In Bild B und D sind die überexprimierten Proteine LMO4, SNX3 und GPS2 mit einem polyklonalen 
gegen den Flag-Anhang gerichteten Antikörper (Anti-Flag; aus Kaninchen) detektiert worden.  
 
 
Bild A in Abbildung 3.24 zeigt die erfolgreiche Präzipitation des 37 kDa großen 
überexprimierten PQBP1-Proteins in den Spuren 1 bis 3. Die Spuren 4 bis 6 sind 
Negativkontrollen, die keine entsprechende Bande zeigen.  
In den Spuren 1 bis 3 in Bild B ist zu erkennen, dass die Proteine LMO4, SNX3 und GPS2 
(Hauptspleißvariante) in den Ko-IP Proben detektiert wurden. Jedoch sind die Proteine in den 
entsprechenden Negativkontrollen (Spuren 4 bis 6) ebenfalls vorhanden. Bei der Ko-
Immunopräzipitation von GPS2 mit PQBP1 könnte eine spezifische Interaktion stattgefunden 
haben, da das Signal wesentlich stärker ist als das aus der Negativkontrolle in Spur 6. Die 
Negativkontrollen von LMO4 und SNX3 (Spur 4 und 5) weisen unter den verwendeten 
Bedingungen zuviel unspezifisch gebundenes Protein auf und lassen somit eine positive 
Aussage zu einer möglichen Protein-Protein-Interaktion nicht zu. In Bild C ist das 
überexprimierte PQBP1-Protein und in Bild D die überexprimierten Proteine LMO4, SNX3 
und GPS2 (Hauptspleißvariante) gezeigt.  
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Die Ko-Immunopräzipitationen, die in entgegen gesetzter Richtung durchgeführt wurden, 
brachten keine neuen Erkenntnisse, da das Problem mit unspezifisch bindendem PQBP1-
Protein wiederholt auftrat und eine Auswertung erschwerte. Für das GPS2-Protein der 
Hirnspleißvariante konnte kein vergleichbares Ergebnis erzielt werden wie für das GPS2-
Protein der Hauptspleißvariante.  
 
Die Ergebnisse dieser Ko-Immunopräzipitationsexperimente zusammenfassend sei zu 
erwähnen, dass für die Proteine LMO4 und GPS2 (Hauptspleißvariante) Resultate erzielt 
werden konnten, die einen Hinweis auf eine Interaktion mit dem PQBP1-Protein geben, so 
dass weitere Untersuchungen lohnenswert wären. 
Für SNX3, eIF4A1 und dem GPS2-Protein der Hirnspleißvariante konnten unter den 
verwendeten Nachweisbedingungen keine Anzeichen auf eine Interaktion mit dem PQBP1-
Protein festgestellt werden. 
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3.5 Klonierung von PQBP1 in den pET-32a(+)-Vektor und anschließende 
Überexpression und Aufreinigung des PQBP1-Fusionsproteins in E.coli 
 
Sinn und Zweck dieses Experiments war die artifizielle Überexpression des PQBP1-Gens in 
prokaryotischen Zellen, um zu überprüfen, ob das Genprodukt in Prokaryoten ein anderes 
Molekulargewicht aufweist als das in Säugerzellen exprimierte PQBP1-Protein. Dadurch 
sollte man der Antwort auf die Fragestellung, ob eine posttranslationale Modifikation des 
PQBP1-Proteins in eukaryotischen Zellen stattfindet, die eventuell für die Vergrößerung des 




3.5.1 Klonierung von PQBP1 in pET-32a(+)-Vektor 
 
Für die Überexpression von PQBP1 in E.coli wurde der pET-32a(+)-Vektor verwendet. Um 
PQBP1 klonieren zu können, wurde der Vektor zuvor mit EcoRI und NotI verdaut (siehe 
Abschnitt 2.2.4). Anschließend wurde der Verdau in einem Agarosegel überprüft  
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Abbildung 3.25: Restriktionsverdau des pET-32a(+)-Vektors 
Spur 1 und 2 zeigen den mit EcoRI und NotI verdauten Vektor, der eine Größe von 5.9 kb hat. Spur 3 
zeigt ein typisches Bandenmuster unverdauter Plasmid-DNA, das durch die verschiedenen 
Konformationen zirkulärer DNA und der damit einhergehenden unterschiedlichen 
Wanderungsgeschwindigkeiten zustande kommt. Superhelikale Plasmid-DNA wandert schneller durch 
das Agarosegel als relaxierte DNA derselben Größe. Als Größenmarker (M) wurde der 1 kb DNA 
Ladder Marker verwendet. 
 
 
Die verdaute Plasmid-DNA wurde anschließend im Agarosegel von nicht verdauter Plasmid-
DNA getrennt und aus dem Gel extrahiert (siehe Abschnitt 2.2.7). 1 µl der eluierten Plasmid-
DNA wurde in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt, um zu überprüfen, ob die Gel-Elution 
erfolgreich war. 
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Abbildung 3.26: Linearisierter pET-32a(+)-Vektor nach Gel-Elution 
Spur 1 zeigt den linearisierten Vektor. Als Größenmarker dienten der 1 kb DNA Ladder Marker (M1) 
und der 100 bp DNA Ladder Plus (M2) 
 
Die geschnittene und eluierte Vektor-DNA sollte anschließend für die Ligation mit der 
PQBP1-cDNA verwendet werden. 
 
 
Um die Klonierung der PQBP1-cDNA in den pET-32a(+)-Vektor zu ermöglichen, wurde die 
PCR-Reaktion (siehe Tab. 2.11) mit dem Vorwärtsprimer pET-32a_PQBP1_for und dem 
Reversprimer pET-32a_PQBP1_rev (siehe Tab. 2.9) durchgeführt, die einen Überhang mit 
Restriktionsschnittstellen für EcoRI und NotI erzeugen.  
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Abbildung 3.27: PCR Amplifikation von klonierter PQBP1-cDNA 
Als Ausgangsmaterial wurde Plasmid-DNA verwendet.  
In Spur 1 und 2 ist das PCR-Produkt aufgetragen. Die Negativkontrolle (NK) zeigt keine Bande und 




In Abbildung 3.27 zeigen Spur 1 und 2 das zu erwartende PQBP1-Amplifikationsprodukt mit 
einer Länge von 798 bp. Das PCR-Produkt wurde anschließend durch eine Gel-Extraktion 
(siehe Abschnitt 2.2.3) aufgereinigt und auf einem 1%igen Agarosegel überprüft.  
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Abbildung 3.28: PQBP1-Amplifikationsprodukt nach Gel-Extraktion 
In Spur 1 und 2 ist jeweils 1 µl des eluierten PQBP1-PCR-Produkts aufgetrennt. In beiden Spuren ist 
das zu erwartende Fragment von 798 bp zu sehen. Als Größenmarker (M) wurde der 100 bp DNA 
Ladder Plus Marker eingesetzt.  
 
Nach erfolgreicher PCR-Amplifikation und Gel-Elution der PQBP1-cDNA (siehe Abb. 3.27 
und 3.28) wurde das Fragment mit EcoRI und NotI verdaut (Tab. 2.13). Der Verdau wurde 
aufgereinigt und die PQBP1-Fragmente mit dem pET-32a(+)-Vektor ligiert. Das Konstrukt 
wurde in One Shot® TOP10 E.coli-Zellen transformiert, und von den auf ampicillinhaltigen 
LB-Platten gewachsenen Kolonien wurden einige für die Kolonie-PCR (siehe Abschnitt 
2.2.1) eingesetzt, um diese auf Vorhandensein des PQBP1-Inserts zu überprüfen. Als Primer 
kamen dieselben wie bei der Amplifikation von PQBP1 zum Einsatz (siehe Tab. 2.9). 
 
 






800 bp  
 
 
Abbildung 3.29: Kolonie-PCR, um positive Klone mit PQBP1-Insert zu detektieren 
Spur 1-10 sind unterschiedliche Klone. Die Negativkontrolle (NK) zeigt keine Bande und somit keine 
Kontamination. Als Marker (M) diente der 100 bp DNA Ladder Plus Marker. 
 
 
In den Spuren 1, 3, 4 und 8 ist eine deutliche Bande bei 798 bp zu erkennen, welche das 
PQBP1-Insert repräsentiert. Somit sind diese Klone positiv. 
Es wurde eine Plasmidisolierung (siehe Abschnitt 2.2.7) dieser Klone vorgenommen. 
Anschließend wurde die Plasmid-DNA der Klone mit EcoRI und NotI verdaut, um nochmals 
zu bestätigen, dass das PQBP1-Insert vorhanden ist. Die verdauten Klone enthielten das 
Insert, so dass eine Sequenzierung derselbigen vorgenommen werden konnte. Das Insert der 
Klone wurde vollständig sequenziert. Die Sequenzen der Klone wurden mit der Sequenz von 
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PQBP1 verglichen (GCG-Software verwendet), um fehlerhafte Sequenzunterschiede 
erkennen zu können. Es wurde eine Maxi-Präparation (siehe Abschnitt 2.2.7) von Klon 3 und 
4 gemacht, weil deren PQBP1-Sequenz fehlerfrei war (PQBP1-Sequenz im Anhang). Bei den 
anderen sequenzierten Klonen waren Unterschiede zur PQBP1-Sequenz vorhanden, die durch 




3.5.2 Überexpression vom pET-32a(+)-PQBP1-Konstrukt in E.coli  
 
Nachdem die Maxi-Präparation vom pET-32a(+)-PQBP1-Konstrukt erfolgte, wurde eine 
Retransformation durch Elektroporation (siehe Abschnitt 2.2.6) in BL21-Codon Plus (DE3) 
E.coli-Zellen durchgeführt. Diese Zellen ermöglichen die induzierbare Überexpression vom 
PQBP1-Konstrukt, da diese Zellen das Gen für die T7-RNA-Polymerase tragen, welche das 
vom T7-Promotor kontrollierte PQBP1 transkribieren kann. Das Expressionssystem wird 
durch den Lac-Repressor reguliert. Durch Induktion mit IPTG wird die Überexpression vom 
Insert erreicht. Es wurden vier verschiedene Konzentrationen von IPTG (0.1, 0.2, 0.5 und 1 











































































































Abbildung 3.30: Überexpression des PQBP1-Fusionsproteins durch IPTG Induktion 
Zur Detektion und Visualisierung des Fusionsproteins wurden der Anti-Penta-HIS-Antikörper und 
Anti-Maus-HRP-Antikörper verwendet. Auf dem Western Blot wurden jeweils 10 µl Zelllysat pro 
Ansatz geladen.  
Anhand der dicken Bande bei etwa 50 kDa wird deutlich, dass ab einer IPTG-Konzentration ≥ 0.2 mM 
eine starke Überexpression des PQBP1-Fusionsproteins stattfindet. Die Größe des Fusionsproteins 
ergibt sich aus der Größe von PQBP1 (≈30 kDa) und den durch den Vektor angefügten N-terminalen 
Anhängen  
 
Abbildung 3.30 zeigt, dass die Induktion der Überexpression des PQBP1-Fusionsproteins 
funktioniert hat. Eine Konzentration von 0.1 mM IPTG und eine Expressionsdauer von 1.5 
Stunden reichen für eine effiziente Überexpression aber nicht aus. Zwischen den 0.2 bis 1 
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mM eingesetzten IPTG-Konzentrationen ist kein erkennbarer Unterschied in der Menge des 
überexprimierten Proteins zu erkennen. Sie weisen alle etwa dieselbe Menge des Proteins auf. 
Um eine möglichst große Ausbeute an überexprimiertem PQBP1-Protein für die spätere 
Aufreinigung zu bekommen, wurde ein Großansatz (100 ml Bakterienkultur) gemacht, bei 
dem die Induktion der Überexpression mit 0.5 mM IPTG erfolgte und die Expressionsdauer 2 
Stunden betrug. Anschließend folgte die Proteinaufreinigung. 
 
 
3.5.3 Aufreinigung und Enterokinaseverdau des PQBP1-Fusionsproteins 
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Abbildung 3.31: Überexpression und Aufreinigung vom PQBP1-Fusionsprotein 
Pro Spur wurden 5 µl aufgetragen. Der Nachweis des PQBP1-Fusionsproteins erfolgte mit einem 
gegen den HIS-Anhang, einem gegen den N-Terminus sowie einem gegen den C-Terminus des 
PQBP1-Proteins gerichteten Antikörper.  
 
Abbildung 3.31 zeigt, dass die drei Antikörper das etwa 50 kDa große PQBP1-Fusionsprotein 
detektiert haben. Der gegen den C-Terminus des PQBP1-Proteins gerichtete Antikörper zeigt 
den geringsten unspezifischen Hintergrund. Die Probe, in der keine IPTG-Induktion stattfand, 
weist bereits das PQBP1-Fusionsprotein auf, was darauf hindeutet, dass bei diesem 
Großansatz die Überexpression des Fusionsproteins durch den Lac-Repressor nicht 
vollständig gehemmt wurde. Um die Überexpression vollständig zu inhibieren, hätten 
stringentere Bedingungen eingesetzt werden müssen wie z.B. der Einsatz von Wirtszellen, die 
das Gen für das T7-Lysozym tragen. Das T7-Lysozym ist ein natürlicher Inhibitor der T7-
RNA-Polymerase. Das überexprimierte Fusionsprotein liegt in den Elutionsfraktionen 1 bis 4 
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in aufgereinigter Form vor, wobei Fraktion 1 die geringste Menge an aufgereinigtem Protein 
aufweist. Die Überexpression und Aufreinigung des PQBP1-Fusionsproteins haben somit 
funktioniert. Die Elutionsfraktion 3 wurde für den weiteren Verlauf des Experiments 
verwendet, so dass eine Proteinkonzentrationsbestimmung dieser Probe erfolgte.  
 
Als nächster Schritt sollte das PQBP1-Fusionsprotein mit rekombinanter Enterokinase 
geschnitten werden, um die N-terminalen Anhänge zu entfernen. Da der Elutionspuffer, in 
dem das Protein gelöst wurde, aufgrund der hohen NaCl- und Imidazolkonzentration (siehe 
Tabelle 2.3) für den Enterokinaseverdau ungeeignet war, musste die Proteinlösung dialysiert 
werden (siehe Abschnitt 2.2.9), da es ansonsten zur Hemmung des Enzyms gekommen 
worden wäre. Um die Enterokinaseaktivität zu überprüfen, wurde ein Testverdau eines vom 
Hersteller der Enterokinase mitgelieferten Kontrollproteins durchgeführt. Das Kontrollprotein 
hat eine Größe von 48 kDa und wird durch die Enterokinase in zwei Untereinheiten mit einer 
Größe von 32 und 16 kDa gespalten. Der Verdau dauerte 16 Stunden und wurde anschließend 
durch SDS-PAGE und Silberfärbung analysiert.   
  1       2 
Abbildung 3.32: Enterokinase-
Testverdau (16 h) 
Spur 1 zeigt den Kaleidoscope 
Größenmarker  
Spur 2 enthält das Kontrollprotein, das 
mit Enterokinase geschnitten wurde. 
Es wurden 50 µg Protein mit 1 Unit 
Enterokinase verdaut.





15 kDa   
 16 kDa Untereinheit
 
 
In Abbildung 3.32 ist der erfolgreiche Testverdau des 48 kDa großen Kontrollproteins 
dargestellt. Die Enterokinase spaltet das Protein in eine 32 und 16 kDa große Untereinheit.  
 
Nach erfolgtem Testverdau wurden 20, 50 und 100 µg PQBP1-Fusionsprotein mit jeweils      
1 Unit Enterokinase für 16 Stunden bei Raumtemperatur verdaut (siehe Abschnitt 2.2.9).  
Die Verdaus wurden anschließend auf ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und 
nach erfolgtem Western Blot durch Immunodetektion analysiert.  
Die Resultate der Verdaus zeigten, dass eine durchgängig vorhandene Degradation des 
PQBP1-Fusionsproteins auftrat. Trotz mehrfacher Wiederholung des Enterokinaseverdaus 
und Verringerung der eingesetzten Enterokinasemenge konnte kein ordnungsgemäßer Verdau 
des Fusionsproteins erreicht werden. 
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3.5.4 Thrombinverdau des PQBP1-Fusionsproteins 
 
Da das überexprimierte PQBP1-Fusionsprotein neben der Enterokinaseschnittstelle auch eine 
Thrombinschnittstelle besitzt, wurde ein Verdau des Proteins mit Thrombin durchgeführt. 
Durch den Thrombinverdau wird nicht der vollständige N-terminale Anhang des PQBP1-
Fusionsproteins entfernt (siehe Vektorkarte im Anhang), es verbleiben 36 Aminosäuren, die 
ein Molekulargewicht von etwa 3.8 kDa ergeben, das bei der Analyse des Molekulargewichts 
des prokaryotisch artifiziell exprimierten PQBP1-Proteins berücksichtigt werden muss.  
Für den Thrombinverdau (siehe Abschnitt 2.2.9) wurden verschiedene Reaktionsbedingungen 
getestet. Pro Ansatz wurden 20 µg PQBP1-Fusionsprotein mit Thrombin in einer 
Konzentration von 5 x 10-4   und 1 x 10-4   Units pro µg Protein in einem Endvolumen von 100 
µl verdaut. Die Dauer der Verdaus betrug 2, 4 und 8 Stunden und wurde bei 4°C 
durchgeführt. Parallel dazu wurde ein Kontrollprotein verdaut, das ein Molekulargewicht von 
48 kDa hat und durch das Thrombin in zwei Untereinheiten mit einer Größe von 35 und 13 
kDa gespalten wird. Zur Visualisierung der Verdaus wurde eine Silberfärbung vorgenommen 



















































































































































 2 h Inkubation 
bei 4 °C 
4 h Inkubation
bei 4 °C 
8 h Inkubation 
bei 4 °C  
Abbildung 3.33: Thrombinverdau des PQBP1-Fusionsproteins bei 4°C  
Die rot umkreisten Banden repräsentieren das durch Thrombin geschnittene PQBP1-Fusionsprotein. 
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Vom verdauten Kontrollprotein (Spur 4 und 10) wurden jeweils 250 ng geladen. In den restlichen 
Spuren wurden jeweils 500 ng des PQBP1-Fusionsproteins aufgetragen. Die in den Spuren 1, 2, 5, 6, 8 
und 9 vorhandene Bande bei etwa 13 kDa ist der vom Fusionsprotein entfernte N-terminale Anhang.  
 
 
Wie in Abbildung 3.33 zu erkennen ist, wurde das Kontrollprotein nach 8 Stunden Inkubation 
mit Thrombin bei 4 °C  vollständig verdaut, sichtbar an der vorhandenen 35 kDa großen 
Bande in Spur 10. Die etwa 13 kDa große Untereinheit des Kontrollproteins ist nur sehr 
schwach zu erkennen. Die etwa 48 kDa große Bande in Spur 4 macht deutlich, dass die 
zweistündige Inkubation mit Thrombin für einen vollständigen Verdau des Kontrollproteins 
nicht ausreichend war.  
Die Anwendung von Thrombin in einer Konzentration von 5 x 10-4 Units pro µg Protein 
führte bereits nach zweistündiger Inkubation bei 4 °C zum vollständigen Verdau des PQBP1-
Fusionsproteins (Spur 1). Das geschnittene Fusionsprotein hat eine Größe von etwas mehr als 
37 kDa.  Vergleicht man die Spuren 1, 5, und 8, so ist zu erkennen, dass eine Verlängerung 
der Inkubationszeit von zwei auf vier bzw. acht Stunden unter Anwendung derselben 
Thrombinkonzentration wie in Spur 1 zu einer unspezifischen Aktivität des Thrombins 
geführt hat, was an den drei Banden, die zwischen der 25 und 37 kDa-Markierung liegen, zu 
sehen ist. Mit zunehmender Inkubationsdauer nimmt die Intensität dieser Banden zu. Auch 
die Anwendung von 1 x 10-4 Units Thrombin pro µg Protein und einer Inkubationsdauer von 
vier und acht Stunden führten zu diesen Banden (Spur 6 und 9). In den unverdauten Proben 
(Spur 3, 7 und 11) sind mehrere Banden zu sehen, wobei es sich bei der obersten Bande um 
das PQBP1-Fusionsprotein handelt. Die restlichen Banden sind entweder Verunreinigungen, 
die während der Proteinaufreinigung ebenfalls eluiert wurden, oder aber das Resultat von 
destabilisiertem PQBP1-Fusionsprotein, das in kleinere Stücke zerfallen ist. 
 
 
Um die Ergebnisse aus dem durch Silberfärbung visualisierten Verdau zu bestätigen, wurde 
ein erneuter Thrombinverdau des PQBP1-Fusionsproteins angesetzt. 
Jedoch wurde eine andere Herangehensweise gewählt. Anstelle einer Silberfärbung wurde 
nach erfolgtem Thrombinverdau ein Western Blot mit anschließender Immunodetektion 
durchgeführt.  
Der Versuch wurde unter denselben Bedingungen durchgeführt wie der vorherige, jedoch 
wurde auf den Verdau des Kontrollproteins verzichtet, da kein entsprechender Antikörper zur 
Detektion zur Verfügung stand.  
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2 h Verdau 
bei 4°C 
4 h Verdau 
bei 4°C 
8 h Verdau 
bei 4°C 
geschnittenes PQBP1-Fusionsprotein

























Abbildung 3.34: Western Blot-Analyse des Thrombinverdaus vom PQBP1-Fusionsprotein  
Die Detektion erfolgte mit einem gegen den N-Terminus des PQBP1-Proteins gerichteten 
polyklonalen Antikörper (aus Kaninchen). Die Expositionsdauer des Films betrug 1 Minute.   
 
Der wiederholte Verdau des PQBP1-Fusionsproteins hat funktioniert und bestätigt das 
Ergebnis aus dem vorangegangenen Thrombinverdau. In den Spuren 1, 2, 4, 5, 7 und 8 der 
Abbildung 3.34 ist das geschnittene PQBP1-Fusionsprotein zu erkennen, das eine Größe von 
etwas mehr als 37 kDa besitzt. In den Spuren 2 und 5 ist der Verdau aufgrund der Dauer und 
der niedrigeren Konzentration an Thrombin nicht vollständig gewesen, so dass geringe 
Mengen des etwa 50 kDa großen unverdauten Proteins vorhanden sind. Die Spuren 3, 6 und 9 
zeigen das unverdaute PQBP1-Fusionsprotein.  
Derselbe Blot wurde anschließend mit einem gegen den Poly-Histidinbereich des N-
terminalen Anhangs des PQBP1-Fusionsproteins inkubiert, um zu überprüfen, ob der Anhang 
erfolgreich entfernt wurde. Der mit Thrombin entfernte Anhang hat eine Größe von circa 14 
kDa und konnte erfolgreich detektiert werden.  
 
Um einen Vergleich der Molekulargewichte zwischen prokaryotisch und eukaryotisch 
exprimiertem PQBP1 machen zu können, wurden das in E.coli-Zellen artifiziell 
überexprimierte mit Thrombin geschnittene PQBP1-Fusionsprotein, endogenes und artifiziell 
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überexprimiertes mit einem HA-Anhang versehenes PQBP1 aus HeLa-Zellen in einem SDS-
PAGE-Gel geladen und eine Western-Blot-Analyse gemacht.  
 
   M1    M2      1         2        3       M3 
 
 50 kDa 48 kDa 
 
37 kDa 
36 kDa  
32 kDa 
 




Abbildung 3.35: Vergleich des PQBP1-Molekulargewichts aus pro- und eukaryotischer 
Expression  
Die Detektion erfolgte mit einem gegen den C-Terminus des PQBP1-Proteins gerichteten 
polyklonalen Antikörper (aus Kaninchen). Die Expositionsdauer des Films betrug 1 Minute.   
Es wurden drei verschiedene Größenmarker geladen. M1 war der Kaleidoscope Marker, M2 der 
Prestained Protein Molecular Weight Marker #SM0441 (FERMENTAS) und in Spur M3 wurde der 
SeeBlue®Plus2 Marker geladen. 
Spur 1 zeigt das in E.coli-Zellen überexprimierte und mit Thrombin geschnittene PQBP1-
Fusionsprotein. Es wurden 2 µg geladen. In Spur 2 sind 30 µl HeLa-Lysat geladen, in denen 
endogenes PQBP1 vorhanden ist. Spur 3 zeigt das in HeLa-Zellen überexprimierte mit einem HA-
Anhang versehene PQBP1-Protein. Es wurden 20 µg HeLa-Lysat geladen.   
 
 
Spur 1 in der Abbildung 3.35 zeigt das mit Thrombin geschnittene PQBP1-Fusionsprotein, 
das eine Größe von ungefähr 40 kDa hat. Berücksichtigt man den N-terminalen 3.8 kDa 
großen Anhang, der nach dem Schneiden mit Thrombin am Fusionsprotein erhalten bleibt, so 
kann angenommen werden, dass das in E.coli-Zellen überexprimierte PQBP1 dieselbe Größe 
aufweist wie das endogene PQBP1-Protein aus HeLa-Zellen, welches in Spur 2 aufgetragen 
ist und eine Größe von etwa 37 kDa aufweist. Das in HeLa-Zellen artifiziell überexprimierte 
und mit einem HA-Anhang versehene PQBP1-Protein hat ein nur geringfügig höheres 
Molekulargewicht als das endogene PQBP1, wie Spur 3 deutlich macht.  
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4.1  Die Kandidateninteraktionspartner von PQBP1  
 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Amplifikationen und Klonierungen der 
cDNAs der PQBP1-Kandidateninteraktionspartner eIF4A1, GPS2, LMO4 und SNX3 
in den Expressionsvektor waren erfolgreich und hatten den Zweck, in Säugerzellen 
Untersuchungen zu Interaktionen mit PQBP1 und zur intrazellulären Lokalisation 
durchführen zu können.  
Die untersuchten Kandidateninteraktionspartner wurden von Frau Dr. L. Musante 
durch Hefe-2-Hybrid-Analysen als potenzielle Interaktionspartner von PQBP1 




Eukaryotic translation initiation factor 4A, isoform 1 (eIF4A1) 
Die klonierte cDNA für EIF4A1 (eukaryotic translation initiation factor 4A, isoform 
1) entspricht der Isoform 1 Transkriptvariante (GenBank Zugangsnummer: 
BC009585) und besitzt ein offenes Leseraster mit einer Länge von 1221 Basenpaaren. 
Im menschlichen Genom liegt das EIF4A1-Gen auf Chromosom 17p13.1 und hat eine 
Länge von 6.2 kb. Das Gen wird ubiquitär exprimiert und enthält elf 
sequenzkodierende Exons (Jones et al., 1998). Das bei der Translation resultierende 
eIF4A1-Protein hat ein Molekulargewicht von etwa 46 kDa und besteht aus 406 
Aminosäuren. Es besitzt eine RNA-Helikaseaktivität und vermittelt die Bindung von 
mRNA an die 40S-Untereinheit des Ribosoms, indem es das 5´-Ende von mRNAs 
entwindet und somit das Startkodon für den Initiationskomplex zugänglich macht 
(Bohnsack et al., 2002). Das Protein besitzt zwei Domänen, die für die 
Helikaseaktivität notwendig sind, diese wären eine DEXDc-Domäne sowie eine 
HELICc-Domäne im C-terminalen Bereich des Proteins.  
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G protein pathway suppressor 2 (GPS2) 
Das GPS2-Gen (G protein pathway suppressor 2) ist im menschlichen Genom auf 
Chromosom 17p13.1 lokalisiert. Das offene Leseraster der zehn sequenzkodierenden 
Exons hat eine Länge von 984 Basenpaaren (GenBank Zugangsnummer: 
NM_004489). Das GPS2-Protein dieser Hauptspleißvariante wird in den 
verschiedensten Geweben exprimiert, hat eine Größe von etwa 36 kDa und besteht 
aus 327 Aminosäuren. Es besitzt im N-terminalen Bereich eine CC-Domäne (coiled 
coil domain), das ein Bündel von zwei bis drei α-Helices formt und für die Interaktion 
mit anderen Proteinen zuständig ist. Das GPS2-Protein inhibiert unter anderem G-
Protein Signalkaskaden wie z.B. die MAPK-Signalkaskade (G protein-mitogen-
activated protein kinase signaling cascade) und ist somit ein Signalrepressor (Spain et 
al., 1996). Es ist eine integrale Untereinheit des nukleären NCOR1-HDAC3-
Komplexes (nuclear receptor corepressor 1-histone deacetylase 3 complex) und spielt 
eine wichtige Rolle bei der transkriptionalen Repression des JNK-Signalwegs (c-Jun 
N-terminal kinase pathway). Somit übt das Protein einen Einfluss auf die Aktivität 
von Transkriptionsfaktoren aus (Zhang et al., 2002). GPS2 moduliert auch die 
Transaktivierung vom p53-Transkriptionsfaktor und hat dadurch indirekten Einfluss 
auf den Mechanismus des programmierten Zelltods (Peng et al., 2001).   
Die klonierte Hirnspleißvariante von GPS2 (GenBank Zugangsnummer: AK096645) 
hat eine Länge von 1168 Basenpaaren und enthält im Vergleich zur 
Hauptspleißvariante zwischen Exon 5 und 6 eine 184 bp lange Intronsequenz. Diese 
Intronsequenz besitzt ein Stopkodon und führt zu einem frühzeitigen Translationsstop. 
Das resultierende Protein dieser Spleißvariante hat eine Molekulargröße von etwa 19 
kDa, dem ein beträchtlicher Teil des ursprünglichen C-Terminus des GPS2-Proteins 
der Hauptspleißvariante fehlt.        
 
LIM domain only 4 (LMO4) 
Die in dieser Diplomarbeit klonierte LMO4-cDNA (LIM domain only 4) (GenBank 
Zugangsnummer: U24576) enthält das vollständige offene Leseraster des LMO4-
Gens. Beim Menschen ist das LMO4-Gen auf Chromosom 1p22.3 lokalisiert und hat 
eine Größe von 17.1 Kilobasen (Tse et al., 1999). Das offene Leseraster der drei 
sequenzkodierenden Exons hat eine Länge von 498 Basenpaaren und kodiert für ein 
ungefähr 18 kDa großes Protein, das aus 165 Aminosäuren besteht. Das LMO4-
Protein wird in den meisten Geweben exprimiert, überwiegend jedoch im Gehirn, 
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Testis und der Skelettmuskulatur. Das cysteinreiche Protein besitzt zwei LIM-
Domänen (Zinkfinger), welche jeweils zwei Zinkionen binden können. Nach 
bisherigen Kenntnissen binden diese Domänen nicht an DNA, sondern dienen als 
Zwischenstück für Protein-Protein-Interaktionen (Deane et al., 2004). LMO4 scheint 
ein transkriptionaler Kofaktor zu sein, der primär als Bindestelle für andere 
Transkriptionsfaktoren dient (Sum et al., 2002). Die Familie der LIM-Proteine 
übernimmt wichtige Funktionen in der Festlegung von Zellschicksalen, in der 
Organentwicklung sowie in der Onkogenese. LMO4 ist unter anderem für die 
korrekte Bildung des Neuralrohres wichtig (Lee et al., 2005)  und ist für die 
Entwicklung des zentralen Nervensystems notwendig (Hermanson et al., 1999). 
 
Sorting nexin 3 (SNX3) 
Das SNX3-Gen (sorting nexin 3) hat eine Länge von 49.7 kb und ist auf Chromosom 
6q21 lokalisiert. Die kodierende Sequenz der Isoform A Spleißvariante (GenBank 
Zugangsnummer: NM_003795) setzt sich aus vier Exons zusammen und hat eine 
Länge von 489 Basenpaaren. Das translatierte SNX3-Protein besteht aus 162 
Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von etwa 19 kDa. Es wird in  
verschiedensten Geweben exprimiert, überwiegend jedoch in der Skelettmuskulatur, 
im Herzen und peripheren Leukozyten. Das Protein besitzt eine ungefähr 100 
Aminosäuren lange PX-Domäne (phox homology domain), an der 3-Phosphoinositide 
bzw. Proteine binden können (Haft et al., 1998; Zhou et al., 2003). Das SNX3-Protein 
ist ein an frühe Endosomen gebundenes Protein, das die endosomalen Funktionen 
reguliert und somit am endozytotischen Signalweg, bei dem unter anderem Proteine 




4.2  Transiente Expression der Kandidateninteraktionspartner in HeLa-Zellen 
 
Wie die Ergebnisse des Abschnitts 3.2 zeigen, ließen sich die Proteine der 
Kandidateninteraktionspartner sowie das PQBP1-Protein in HeLa-Zellen gut 
überexprimieren. Dadurch wurde die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen 
sowie Lokalisationsstudien ermöglicht.  
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4.3  Intrazelluläre Lokalisation der Kandidateninteraktionspartner von PQBP1 
 
Die Bestimmung der intrazellulären Lokalisation der verschiedenen 
Kandidateninteraktionspartner sowie die Untersuchung einer möglicherweise 
vorhandenen Kolokalisation mit PQBP1 durch die Immunofluoreszenzmethode 
sollten Hinweise auf eine mögliche Interaktion zwischen PQBP1 und den 
Kandidateninteraktionspartnern liefern.  
 
Das in HeLa-Zellen überexprimierte PQBP1-Protein weist eine vorwiegend im 
Nukleus vorhandene Lokalisation auf (Abbildung 3.14; Abschnitt B). Es wurde in 
einem sehr geringen Anteil der betrachteten Zellen neben der nukleären auch eine 
zytosolische Lokalisation beobachtet. Die Lokalisation im Zellkern wurde erwartet, 
da das PQBP1-Protein als überwiegend nukleäres Protein beschrieben wurde 
(Komuro et al., 1999), das ein Kernlokalisierungssignal besitzt und unter anderem die 
Aktivität des gehirnspezifischen Transkriptionsfaktors Brn-2 beeinflusst (Waragai et 
al., 1999), das nur im Nukleus vorhanden ist. Außerdem besitzt es die Fähigkeit zur 
Bildung von nukleären Einschlusskörpern (Okazawa et al., 2001). 
 
Das überexprimierte eIF4A1-Protein ist nur im Zytosol lokalisiert, in der es eine 
gleichmäßige Verteilung aufweist (Abbildung 3.15, Abschnitt B), was sich mit dem 
bisherigen Wissen über das Protein gut erklären lässt. Das Protein ist am 
Mechanismus der Translation beteiligt, und da die Translationsmaschinerie nur im 
Zytosol existiert, ist zu erwarten, dass das eIF4A1-Protein überwiegend in diesem 
Zellkompartiment vorhanden ist (Bohnsack et al., 2002).  
 
Die intrazelluläre Lokalisation von GPS2 wurde zum einen durch 
Einzeltransfektionen mit überexprimiertem GPS2-Protein (Abbildung 3.15, Abschnitt 
C) und zum anderen durch Untersuchungen des endogenen GPS2-Proteins 
(Abbildung 3.16, Abschnitt A) ermittelt. In beiden Fällen ist eine zytosolische 
Verteilung des GPS2-Proteins zu erkennen, im Zellkern ist kaum bzw. kein Signal 
vorhanden. Das überexprimierte GPS2 besitzt eine stärker punktierte Verteilung um 
den Zellkern herum als das endogene Protein, was eventuell durch inkorrektes Falten 
und Aggregation des überexprimierten Proteins zustande gekommen sein könnte. 
Nach den bisherigen Kenntnissen über das GPS2-Protein wurde ein nukleäres Signal 
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erwartet, da das GPS2-Protein eine integrale Untereinheit des nukleären NCOR1-
HDAC3-Komplexes (nuclear receptor corepressor 1-histone deacetylase 3 complex) 
ist (Zhang et al., 2002). Das Ergebnis dieser Diplomarbeit zur Bestimmung der 
intrazellulären Lokalisation von GPS2 lässt sich somit nicht in Einklang mit den 
bisherigen Kenntnissen bringen. Es könnten verschiedene Gründe dafür 
verantwortlich sein. Eventuell wird das artifiziell überexprimierte GPS2-Protein aus 
dem Zellkern geschleust, da es ansonsten toxisch für die Zelle sein könnte. Es wäre 
auch möglich, das die Lokalisation des endogenen GPS2-Proteins zellzyklusabhängig 
variiert oder gewebespezifische Unterschiede der Lokalisation bestehen. In einer 
anderen Zelllinie könnte ein anderes Verteilungsmuster vorliegen. Es lässt sich auch 
nicht ausschließen, dass der gegen das endogene GPS2-Protein gerichtete polyklonale 
Antikörper für Immunofluoreszenzversuche ungeeignet ist und Kreuzreaktionen 
verursacht haben könnte. Der Antikörper wurde in einer Western Blot-Analyse 
getestet und wies neben dem spezifischen Signal auch etwas unspezifischen 
Hintergrund auf. Eine Zellfraktionierung könnte darüber Aufschluss geben, ob das 
GPS2-Protein im Nukleus und Zytosol vorhanden ist.  
 
Das endogene LMO4-Protein weist dasselbe Verteilungsmuster wie das  
überexprimierte LMO4-Protein auf. In beiden Fällen ist die Lokalisation auf den 
Zellkern beschränkt (Abbildung 3.15, Bild D und Abbildung 3.16, Bild C). In der 
Literatur wird LMO4 als nukleäres Protein beschrieben, das als transkriptionaler 
Regulator fungiert und wichtig für die Entwicklung des Nervensystems ist 
(Hermanson et al., 1999). 
 
Sowohl das endogene als auch das artifiziell überexprimierte SNX3-Protein zeigte ein 
zytosolisches, teils punktförmiges Verteilungsmuster in der Zelle (siehe Abb. 3.15, 
Bild E und Abb. 3.16, Bild B). Die Lokalisation im Zytosol war zu erwarten, da das 
SNX3-Protein am endozytotischen Signalweg beteiligt ist (Xu et al., 2001), wie in 
Abschnitt 4.2 beschrieben.  
 
Für die Hirnspleißvariante des GPS2-Proteins konnten keine auswertbaren Bilder zur 
Lokalisation erstellt werden, da das Signal in den untersuchten Zellen sehr schwach 
und daher schwer zu interpretieren war. Vielleicht ist das Protein dieser 
Spleißvariante weniger stabil und wird in nicht hirnspezifischen Geweben schnell 
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abgebaut. Daher wäre es eventuell hilfreich, eine neuronale Zelllinie zur 
Untersuchung der zellulären Lokalisation der Hirnspleißvariante von GPS2 zu 
verwenden.  
 
Die Ergebnisse der Immunofluoreszenzversuche zur intrazellulären Lokalisation der 
PQBP1-Kandidateninteraktionspartner geben gute Hinweise auf die Lokalisation der 
Proteine. Es muss aber berücksichtigt werden, dass die Resultate nur für die 
verwendeten Bedingungen gelten und nur bedingt mit der in vivo Situation verglichen 
werden können. Es ist durchaus möglich, dass unter Verwendung anderer Zellsysteme 
aus verschiedenen Geweben, abweichende Ergebnisse entstehen könnten. Zudem ist 
nicht auszuschließen, dass die Lokalisation eines Proteins in verschiedenen 
Abschnitten des Zellzyklus variiert und unter Umständen nur kurzzeitig in anderen 
Zellkompartimenten auftritt.  
 
Für die Kolokalisationsexperimente konnten keine auswertbaren Ergebnisse erzielt 
werden. Ein Problem war die Tatsache, dass in Zellen, in denen zwei Konstrukte 
erfolgreich transfiziert wurden, die artifizielle Überexpression zweier Proteine zur 
Schädigung der Zellen führte und die Analyse nicht erlaubte. Möglicherweise war die 
gleichzeitige Überexpression von PQBP1 mit jeweils einem der 
Kandidateninteraktionspartner für die Zellen toxisch.  
 
 
Wären Kolokalisationen zwischen PQBP1 und den Kandidateninteraktionspartnern 
festgestellt worden, so hätte man nicht selbstverständlich einen Beweis für eine 
Interaktion gehabt. Ebensogut bedeutet eine nicht beobachtete Kolokalisation nicht, 
dass keine Interaktion vorhanden ist. Das ist unter anderem vom untersuchten Zelltyp 
abhängig, in dem eventuell ein Protein, das die Interaktion bzw. Kolokalisation zweier 
Proteine ermöglicht, stark oder gar nicht exprimiert wird.  
 
4.4  Untersuchungen zu Protein-Protein-Interaktionen      
 
Die Ko-Immunopräzipitationsmethode ist neben der Hefe-2-Hybrid-Analyse eine weit 
verbreitete Methode zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen. Der Versuch 
zur Bestimmung der Interaktionspartner des PQBP1-Proteins hatte den Sinn, mehr 
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Einblick in die pathogenetischen Mechanismen bekannter PQBP1-Mutationen zu 
bekommen. Anhand der ausgewählten Kandidateninteraktionspartner können 
Einblicke zur Funktion von PQBP1 in zellulären Vorgängen bzw. Mechanismen 
erhalten werden.   
 
Für das LMO4-Protein konnte eine erfolgreiche Ko-Immunopräzipitation mit PQBP1 
gezeigt werden (Abbildung 3.22). Eine Interaktion beider Proteine wäre durchaus 
denkbar, da LMO4 und PQBP1 aufgrund ihrer Eigenschaften einige 
Gemeinsamkeiten besitzen und eventuell am selben zellulären Signalweg beteiligt 
sind. LMO4 ist unter anderem als transkriptionaler Regulator in der Zelle tätig, an 
dem andere Transkriptionsfaktoren binden können (Manetopoulos et al., 2003), und 
PQBP1 bindet z.B. an den Polyglutaminbereich des neuronalen Transkriptionfaktors 
Brn-2 und inhibiert somit dessen transkriptionale Aktivität (Waragai et al., 1999). 
Somit üben LMO4 und PQBP1 eine regulatorische Funktion auf 
Transkriptionsprozesse in der Zelle aus und sind zudem im Nukleus lokalisiert. Beide 
Proteine spielen eine Rolle während der Hirnentwicklung.    
Die erfolgreiche Ko-Immunopräzipitation von LMO4 mit PQBP1 ließ sich nicht im 
selben Maße reproduzieren, was auf technische Probleme bei der Durchführung des 
Experiments zurückzuführen ist. Zum einen war die unspezifische Bindung des 
PQBP1-Proteins an die für die Präzipitation verwendeten Agarose-Beads ein Problem, 
zum anderen scheinen Protein-Protein-Interaktionen sehr sensitiv auf physiologische 
Veränderungen des umgebenden Mediums zu reagieren und sind leicht zu zerstören, 
was den Nachweis zusätzlich erschwert.  
 
Für das GPS2-Protein konnte ebenfalls eine Ko-Immunopräzipitation mit PQBP1 
erzielt werden (Abbildung 3.24), jedoch nicht im selben Maße wie für LMO4. GPS2 
hat wie PQBP1 einen Einfluss auf die Aktivität von Transkriptionsfaktoren wie z.B. 
beim p53-Transkriptionsfaktor (Peng et al., 2001) und ist nach Literaturangaben 
ebenfalls im Nukleus lokalisiert (Zhang et al., 2002). Vielleicht sind beide Proteine 
Teil eines größeren Komplexes, der regulatorische Funktionen ausübt, zumindest 
wäre dies aufgrund ähnlicher Funktion nicht auszuschließen. Aus zeitlichen Gründen 
konnte eine Wiederholung der erfolgreichen Immunopräzipitation nicht durchgeführt 
werden.  
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Für die Kandidateninteraktionspartner eIF4A1 und SNX3 konnte mit Hilfe der Ko-
Immunopräzipitationsmethode keine Interaktion mit PQBP1 unter den verwendeten 
Versuchsbedingungen nachgewiesen werden. Dies muss nicht bedeuten, dass die 
beiden Proteine keine Interaktionspartner von PQBP1 sind, denn es ist nicht 
auszuschließen, dass geeignetere Reaktionsbedingungen geschaffen werden müssen, 
um einen Nachweis zu ermöglichen. Das Problem, das bei vielen Protein-Protein-
Interaktionen berücksichtigt werden muss, liegt in der leichten Störbarkeit der 
Bindungen, die für eine Interaktion genutzt werden.  
Vergleicht man die zellulären Eigenschaften von eIF4A1 und PQBP1, so ist eine 
direkte Verbindung zwischen ihnen zur Zeit nicht ersichtlich. eIF4A1 ist im Zytosol 
an der Initiation der Translation beteiligt (Bohnsack et al., 2002), wohingegen eine 
Funktion von PQBP1 im Zytosol noch nicht gezeigt wurde. Da das PQBP1-Protein 
aber auch in diesem Zellkompartiment nachweisbar ist, kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass es an der Translation beteiligt ist.        
 
Auch wenn keine Interaktion von SNX3 mit PQBP1 nachgewiesen werden konnte, 
und das SNX3-Protein vermutlich nur an Endosomen im Zytosol assoziiert ist (Xu et 
al., 2001), so bleibt das SNX3-Protein ein sehr interessanter Kandidat, denn Vervoort 
und Koautoren konnten zeigen, dass bei einer mikrozephalen, geistig behinderten 
Patientin mit einer balancierten Chromosomentranslokation ein Bruchpunkt das 
SNX3-Gen trunkiert hatte (Vervoort et al., 2002). Die teilweise überlappenden 
klinischen Symptome geistige Behinderung und Mikrozephalie, wie sie auch für 
Patienten mit Mutationen im PQBP1-Gen beschrieben wurden (Cossee et al., 2006; 
Fichera et al., 2005; Kalscheuer et al., 2003; Kleefstra et al., 2004; Lenski et al., 2004; 
Stevenson et al., 2005), könnten damit erklärt werden, dass beide Proteine vielleicht 
an einem gemeinsamen zellulären Mechanismus beteiligt sind.   
 
Es sei noch zu erwähnen, dass durch die Ko-Immunopräzipitationsmethode nicht 
unterschieden werden kann, ob eine nachgewiesene Interaktion direkt zwischen den 
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4.5  Untersuchungen zur posttranslationalen Modifikation des PQBP1-Proteins 
in Säugerzellen 
 
Das aus 265 Aminosäuren bestehende PQBP1-Protein hat ein theoretisches 
Molekulargewicht von etwa 30 kDa. In SDS-PAGE-Analysen weist das in 
Säugerzellen exprimierte PQBP1-Protein aber eine Größe von ungefähr 37 kDa auf. 
Um der Frage nachzugehen, ob das in Säugerzellen exprimierte PQBP1-Protein einer 
säugerspezifischen posttranslationalen Modifikation unterliegt, die zu einer 
Veränderung des Molekulargewichts führt, sollte die kodierende Sequenz des 
PQBP1-Gens in E.coli-Zellen artifiziell überexprimiert und das Genprodukt 
aufgereinigt und anschließend analysiert werden.   
 
Der Enterokinaseverdau des PQBP1-Fusionsproteins in Abschnitt 3.5 konnte zu 
keinen Erkenntnissen führen, die Aufschlüsse über eine eventuelle posttranslationale 
Modifikation in Säugerzellen geben könnten. Das Hauptproblem war die trotz 
mehrfacher Wiederholung und Modifizierung des Enterokinaseverdaus vorhandene 
Degradation des PQBP1-Fusionsproteins. In der Sequenz des PQBP1-Fusionsproteins 
ist nur eine spezifische Enterokinaseschnittstelle vorhanden, möglicherweise wurde 
aber das Fusionsprotein durch die Enterokinase unspezifisch geschnitten.   
 
Als Alternative wurde der Verdau des PQBP1-Fusionsproteins mit Thrombin 
durchgeführt. Bei den Thrombinverdaus in den Abbildungen 3.33 und 3.34 wurde 
keine Degradation festgestellt und es kann angenommen werden, dass das 
Fusionsprotein korrekt geschnitten wurde. Der Hauptteil des N-terminalen Anhangs 
wird durch Schneiden mit Thrombin entfernt. Hierdurch verbleiben 36 Aminosäuren 
des Anhangs, die eine Größe von 3.8 kDa haben und bei der Analyse des 
Molekulargewichts berücksichtigt werden müssen. Die Auswertung der Abbildung 
3.35 führt zur Konklusion, dass eine säugerspezifische posttranslationale 
Modifikation des PQBP1-Proteins anscheinend nicht stattfindet und somit nicht für 
die in SDS-PAGE-Analysen beobachteten 37 kDa verantwortlich ist. Würde das 
PQBP1-Protein einer posttranslationalen Modifikation unterliegen, so wäre in Spur 1, 
in der prokaryotisch überexprimiertes PQBP1 geladen wurde, welches aufgrund des 
verwendeten Systems nicht posttranslational modifiziert werden kann, eine Bande 
erwartet worden, die bei etwa 34 kDa liegen würde (unter Berücksichtigung des 3.8 
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kDa großen N-terminalen Überhangs). Tatsächlich liegt die Bande aber bei ungefähr 
40 kDa. Subtrahiert man die 3.8 kDa des Überhangs, so würde die Größe des 
prokaryotisch überexprimierten PQBP1 mit der Größe des endogenen PQBP1 aus 
HeLa-Zellen übereinstimmen. Möglicherweise wird das PQBP1-Protein durch die 
standardmäßig verwendeten Denaturierungsbedingungen nicht vollständig denaturiert, 
was bei der Auftrennung im SDS-PAGE-Gel das Laufverhalten beeinflussen könnte 
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5.  Zusammenfassung und Ausblick 
 
 
Wie durch mehrere Publikationen gezeigt wurde, verursachen Mutationen im PQBP1-
Gen X-chromosomal vererbte geistige Behinderung. Um die pathogenetischen 
Mechanismen bekannter PQBP1-Mutationen aufzuklären, ist es von Interesse, die 
Interaktionspartner von PQBP1 zu ermitteln, um bessere Einblicke in die Ursachen 
und Entstehung der klinischen Phänotypen dieser Krankheit zu kriegen. 
Hierfür wurden im Rahmen dieser Diplomarbeit PQBP1- 
Kandidateninteraktionspartner, die zuvor durch eine Hefe-2-Hybrid-Analyse 
gefunden waren, auf eine Interaktion mit PQBP1 untersucht. Im ersten Schritt wurden 
die offenen Leseraster der Kandidateninteraktionspartner EIF4A1, GPS2, LMO4 und 
SNX3 in einen Expressionsvektor kloniert. Anschließend wurden die Proteine in 
HeLa-Zellen überexprimiert und ihre intrazelluläre Lokalisation analysiert. Mit 
Ausnahme von GPS2 waren alle Versuche auswertbar und zeigten das erwartete 
Expressionsmuster in der Zelle. Auch wurde versucht, die intrazelluläre Lokalisation 
dieser Proteine in Gegenwart von überexprimiertem PQBP1-Protein zu analysieren. 
Diese Versuche führten nicht zu einem Ergebnis, da fast alle Zellen geschädigt waren 
und somit keine Aussage zur Lokalisation gemacht werden konnte. 
Für den Nachweis von möglichen PQBP1-Interaktionen wurden Ko-
Immunopräzipitationen unter unterschiedlichen Versuchsbedingungen durchgeführt. 
Für die Proteine LMO4 und GPS2 konnten vielversprechende Ergebnisse erzielt 
werden, die darauf hindeuten, dass sie möglicherweise mit PQBP1 interagieren, oder 
aber mit PQBP1 gemeinsam im Komplex vorliegen. Jedoch bedarf es weiterer 
Versuche und Optimierungen der Nachweisbedingungen, um die Ergebnisse zu 
verifizieren und Ko-Immunopräzipitationsversuche der endogenen Proteine, um die 
Interaktionen als spezifisch interpretieren zu dürfen.    
Im Rahmen dieser Arbeit wurde weiterhin untersucht, ob eine säugerspezifische 
posttranslationale Modifikation für die Veränderung des Molekulargewichts des 
PQBP1-Proteins von 30 auf in SDS-PAGE-Analysen beobachteten 37 kDa 
verantwortlich ist. Die Untersuchung hat ergeben, dass eine posttranslationale 
Modifikation nicht die Ursache zu sein scheint, da kein Unterschied in der 
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Molekulargröße zwischen dem in Prokaryoten artifiziell überexprimiertem und dem 
eukaryotisch endogenen PQBP1-Protein festgestellt werden konnte.  
 
 
Weitere Kolokalisationsexperimente mit PQBP1 sind sicherlich lohnenswert, 
besonders für die Proteine LMO4 und GPS2. Durch die Verfügbarkeit von 
Antikörpern, die gegen endogen exprimierte Proteine gerichtet sind, könnten weniger 
artifizielle Bedingungen geschaffen werden, was für die Zellen weniger toxisch wäre.  
Auch wenn im begrenzten Zeitrahmen der Diplomarbeit mit Hilfe der Ko-
Immunopräzipitationsmethode keine Interaktionen von eIF4A1 und SNX3 mit 
PQBP1 festgestellt werden konnten, so bleiben sie neben LMO4 und GPS2 
interessante Kandidateninteraktionspartner. Es ist nicht auszuschließen, dass der nicht 
gelungene Nachweis einer Interaktion dieser Proteine mit PQBP1 auf ungeeignete 
Nachweisbedingungen zurückzuführen ist. Möglicherweise könnten durch 
Optimierung und Anpassung der Nachweisbedingungen Interaktionen dieser Proteine 
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    1   atgtctgcga  gccaggattc  ccgatccaga  gacaatggcc  ccgatgggat  
  51   ggagcccgaa  ggcgtcatcg  agagtaactg  gaatgagatt  gttgacagct  
101   ttgatgacat  gaacctctcg  gagtcccttc  tccgtggcat  ctacgcctat  
151   ggttttgaga  agccctctgc  catccagcag  cgagccattc  taccttgtat  
201   caagggttat  gatgtgattg  ctcaagccca  atctgggact  gggaaaacgg  
251   ccacatttgc  catatcaatt  ctgcagcaga  ttgaattaga  tctaaaagcc  
301   acccaggcct  ggtcctagc  acccactcga  gaattggctc  agcagataca  
351   gaaggtggtc  atggcactag  gagactacat  gggcgcctcc  tgtcacgcct  
401   gtatcggggg  caccaacgtg  cgtgctgagg  tgcagaaact  gcagatggaa  
451   gctccccaca  tcatcgtggg  tacccctggc  cgtgtgtttg  atatgcttaa  
501   ccggagatac  ctgtccccca  aatacatcaa  gatgtttgta  ctggatgaag  
551   ctgacgaaat  gttaagccgt  ggattcaagg  accagatcta  tgacatattc  
601   caaaagctca  acagcaacac  ccaggtagtt  ttgctgtcag  ccacaatgcc  
651   ttctgatgtg  cttgaggtga  ccaagaagtt  catgagggac  cccattcgga  
701   ttcttgtcaa  gaaggaagag  ttgaccctgg  agggtatccg  ccagttctac  
751   atcaacgtgg  aacgagagga  gtggaagctg  gacacactat  gtgacttgta  
801   tgaaaccctg  accatcaccc  aggcagtcat  cttcatcaac  acccggagga  
851   aggtggactg  gctcaccgag  aagatgcatg  ctcgagattt  cactgtatcc  
901   gccatgcatg  gagatatgga  ccaaaaggaa  cgagacgtga  ttatgaggga  
951   gtttcgttct  ggctctagca  gagttttgat  taccactgac  ctgctggcca  
1001   gaggcattga  tgtgcagcag  gtttctttag  tcatcaacta  tgaccttccc  
1051   accaacaggg  aaaactatat  ccacagaatc ggtcgaggtg  gacggtttgg  
1101   ccgtaaaggt  gtggctatta  acatggtgac  agaagaagac  aagaggactc  
1151   ttcgagacat  tgagaccttc  tacaacacct  ccattgagga  aatgcccctc  




    1   atgcccgcac  tcctggagcg  ccccaagctt tccaacgcca  tggccagggc  
  51   gctgcaccgg  cacattatga  tggagcggga  gcgcaagcgg  caggaggaag  
101   aagaggtgga  taagatgatg  gaacagaaga  tgaaggaaga  acaggagaga  
151   aggaagaaaa  aggagatgga  agagagaatg  tcattagagg  agaccaagga  
201   acaaattctg  aagttggagg  agaagctttt  ggctctacag  gaagagaagc  
251   accagctttt  cctgcagctc  aagaaagttt  tacatgagga  agaaaaacgg  
301   aggcgaaagg  aacagagtga  cctgaccacc  ctaacatcag  ctgcatacca  
351   gcagagcctg  actgttcaca  caggaactca  tctcctcagc  atgcagggga  
401   gccctggagg  acacaatcgc  ccaggcaccc tcatggcagc  tgacagagcc  
451   aaacaaatgt  ttggacccca  agtgcttacg  acccggcact  acgtgggctc  
501   agcagctgct  tttgcaggga  caccagagca  tggacaattc  caaggcagtc  
551   ctggtggtgc  ctatgggact  gctcagcccc  cacctcacta  tgggcccaca  
601   cagccagctt  atagtcctag  tcagcagctc  agagctcctt  cggcattccc  
651  tgcagtgcag  tacctatctc  agccacagcc  acagccctat  gctgtgcatg  
701   gccactttca  gcccactcag  acaggtttcc  tccagcctgg  tggtgccctg  
751   tccttgcaaa  agcagatgga  acatgctaac  cagcagactg  gcttctccga  
801   ctcatcctct  ctgcgcccca  tgcaccccca  ggctctgcat  ccagcccctg  
851   gactccttgc  ttccccccag  ctccctgtgc  agatgcagcc  agcaggaaag  
901   tcgggctttg  cagctaccag  ccaacctggc  cctcggctcc  ccttcatcca  






    1   atgcccgcac  tcctggagcg  ccccaagctt  tccaacgcca  tggccagggc  
  51   gctgcaccgg  cacattatga  tggagcggga  gcgcaagcgg  caggaggaag  
101   aagaggtgga  taagatgatg  gaacagaaga  tgaaggaaga  acaggagaga  
151   aggaagaaaa  aggagatgga  agagagaatg  tcattagagg  agaccaagga  
201   acaaattctg  aagttggagg  agaagctttt  ggctctacag  gaagagaagc  
251   accagctttt  cctgcagctc  aagaaagttt  tacatgagga  agaaaaacgg  
301   aggcgaaagg  aacagagtga  cctgaccacc  ctaacatcag  ctgcatacca  
351   gcagagcctg  actgttcaca  caggaactca  tctcctcagc  atgcagggga  
401   gccctggagg  acacaatcgc  ccaggcaccc  tcatggcagc  tgacagagcc  
451   aaacaaatgt  ttggacccca  agtgcttacg gtgagagtag gattggatgc 
501  ctagccccta gtacttccat ccatgcatcc ttgccaccag tattcaagtc 
551 acaaacatat caagcactta agtttagggg gaaacggggc atacagatac 
601 acacaagtca ctgggtttca gctttcaagg agtttgtagg cgagttctca 
651 ttctccttcc ttagacccgg  cactacgtgg  gctcagcagc  tgcttttgca  
701   gggacaccag  agcatggaca  attccaaggc  agtcctggtg  gtgcctatgg  
751   gactgctcag  cccccacctc  actatgggcc  cacacagcca gcttatagtc  
801   ctagtcagca  gctcagagct  ccttcggcat  tccctgcagt  gcagtaccta  
851   tctcagccac  agccacagcc  ctatgctgtg  catggccact  ttcagcccac  
901   tcagacaggt  ttcctccagc  ctggtggtgc  cctgtccttg  caaaagcaga  
951   tggaacatgc  taaccagcag  actggcttct  ccgactcatc  ctctctgcgc  
1001   cccatgcacc  cccaggctct  gcatccagcc  cctggactcc  ttgcttcccc  
1051   ccagctccct  gtgcagatgc  agccagcagg  aaagtcgggc  tttgcagcta  
1101   ccagccaacc  tggccctcgg  ctccccttca  tccaacacag  ccagaacccg  
1151   cgattctacc  acaagtga 
 
 
Die grau untermalten Nukleotide repräsentieren die Intronsequenz, welche in der 





    1   atggtgaatc  cgggcagcag  ctcgcagccg  cccccggtga  cggccggctc  
  51   cctctcctgg  aagcggtgcg  caggctgcgg  gggcaagatt  gcggaccgct  
101   ttctgctcta  tgccatggac  agctattggc  acagccggtg  cctcaagtgc  
151   tcctgctgcc  aggcgcagct  gggcgacatc  ggcacgtcct  gttacaccaa  
201   aagtggcatg  atcctttgca  gaaatgacta  cattaggtta  tttggaaata  
251   gcggtgcttg  cagcgcttgc  ggacagtcga  ttcctgcgag  tgaactcgtc  
301   atgagggcgc  aaggcaatgt  gtatcatctt  aagtgtttta  catgctctac  
351   ctgccggaat  cgcctggtcc  cgggagatcg  gtttcactac  atcaatggca  
401   gtttattttg  tgaacatgat  agacctacag ctctcatcaa  tggccatttg  





    1   atggcggaga  ccgtggctga  cacccggcgg  ctgatcacca  agccgcagaa  
  51   cctgaatgac  gcctacggac  cccccagcaa  cttcctcgag  atcgatgtga  
101   gcaacccgca  aacggtgggg  gtcggccggg  gccgcttcac  cacttacgaa  
151   atcagggtca  agacaaatct  tcctattttc  aagctgaaag  aatctactgt  
201   tagaagaaga  tacagtgact  ttgaatggct  gcgaagtgaa  ttagaaagag  
251   agagcaaggt  cgtagttccc  ccgctccctg  ggaaagcgtt tttgcgtcag  
301   cttcctttta  gaggagatga  tggaatattt  gatgacaatt  ttattgagga  
351   aagaaaacaa  gggctggagc  agtttataaa  caaggtcgct  ggtcatcctc  
401   tggcacagaa  cgaacgttgt  cttcacatgt  ttttacaaga  tgaaataata  







Offener Leseraster von PQBP1 
 
    1   atgccgctgc  ccgttgcgct  gcagacccgc  ttggccaaga  gaggcatcct  
  51   caaacatctg  gagcctgaac  cagaggaaga  gatcattgcc  gaggactatg  
101   acgatgatcc  tgtggactac  gaggccacca  ggttggaggg  cctaccacca  
151   agctggtaca  aggtgttcga  cccttcctgc  gggctccctt  actactggaa  
201  tgcagacaca  gaccttgtat  cctggctctc  cccacatgac  cccaactccg  
251   tggttaccaa  atcggccaag  aagctcagaa  gcagtaatgc  agatgctgaa  
301   gaaaagttgg  accggagcca  tgacaagtcg  gacaggggcc  atgacaagtc  
351   ggaccgcagc  catgagaaac  tagacagggg  ccacgacaag  tcagaccggg  
401   gccacgacaa  gtctgacagg  gatcgagagc  gtggctatga  caaggtagac  
451   agagagagag  agcgagacag  ggaacgggat  cgggaccgcg  ggtatgacaa  
501   ggcagaccgg  gaagagggca  aagaacggcg  ccaccatcgc  cgggaggagc  
551   tggctcccta  tcccaagagc  aagaaggcag  taagccgaaa  ggatgaagag  
601   ttagacccca  tggaccctag  ctcatactca  gacgcccccc  ggggcacgtg  
651   gtcaacagga  ctccccaagc  ggaatgaggc  caagactggc  gctgacacca  
701   cagcagctgg  gcccctcttc  cagcagcggc  cgtatccatc  cccaggggct  














Sequenz des pET-32a(+)-Vektors 
      1 atccggatat agttcctcct ttcagcaaaa aacccctcaa gacccgttta gaggccccaa  
    61 ggggttatgc tagttattgc tcagcggtgg cagcagccaa ctcagcttcc tttcgggctt  
  121 tgttagcagc cggatctcag tggtggtggt ggtggtgctc gagtgcggcc gcaagcttgt  
  181 cgacggagct cgaattcgga tccgatatca gccatggcct tgtcgtcgtc gtcggtaccc  
  241 agatctgggc tgtccatgtg ctggcgttcg aatttagcag cagcggtttc tttcatacca  
  301 gaaccgcgtg gcaccagacc agaagaatga tgatgatgat ggtgcatatg gccagaacca  
  361 gaaccggcca ggttagcgtc gaggaactct ttcaactgac ctttagacag tgcacccact  
  421 ttggttgccg ccacttcacc gtttttgaac agcagcagag tcgggatacc acggatgcca  
  481 tatttcggcg cagtgccagg gttttgatcg atgttcagtt ttgcaacggt cagtttgccc  
  541 tgatattcgt cagcgatttc atccagaatc ggggcgatca ttttgcacgg accgcaccac  
  601 tctgcccaga aatcgacgag gatcgccccg tccgctttga gtacatccgt gtcaaaactg  
  661 tcgtcagtca ggtgaataat tttatcgctc atatgtatat ctccttctta aagttaaaca  
  721 aaattatttc tagaggggaa ttgttatccg ctcacaattc ccctatagtg agtcgtatta  
  781 atttcgcggg atcgagatcg atctcgatcc tctacgccgg acgcatcgtg gccggcatca  
  841 ccggcgccac aggtgcggtt gctggcgcct atatcgccga catcaccgat ggggaagatc  
  901 gggctcgcca cttcgggctc atgagcgctt gtttcggcgt gggtatggtg gcaggccccg  
  961 tggccggggg actgttgggc gccatctcct tgcatgcacc attccttgcg gcggcggtgc  
1021 tcaacggcct caacctacta ctgggctgct tcctaatgca ggagtcgcat aagggagagc  
1081 gtcgagatcc cggacaccat cgaatggcgc aaaacctttc gcggtatggc atgatagcgc  
1141 ccggaagaga gtcaattcag ggtggtgaat gtgaaaccag taacgttata cgatgtcgca  
1201 gagtatgccg gtgtctctta tcagaccgtt tcccgcgtgg tgaaccaggc cagccacgtt  
1261 tctgcgaaaa cgcgggaaaa agtggaagcg gcgatggcgg agctgaatta cattcccaac  
1321 cgcgtggcac aacaactggc gggcaaacag tcgttgctga ttggcgttgc cacctccagt  
1381 ctggccctgc acgcgccgtc gcaaattgtc gcggcgatta aatctcgcgc cgatcaactg  
1441 ggtgccagcg tggtggtgtc gatggtagaa cgaagcggcg tcgaagcctg taaagcggcg  
1501 gtgcacaatc ttctcgcgca acgcgtcagt gggctgatca ttaactatcc gctggatgac  
1561 caggatgcca ttgctgtgga agctgcctgc actaatgttc cggcgttatt tcttgatgtc  
1621 tctgaccaga cacccatcaa cagtattatt ttctcccatg aagacggtac gcgactgggc  
1681 gtggagcatc tggtcgcatt gggtcaccag caaatcgcgc tgttagcggg cccattaagt  
1741 tctgtctcgg cgcgtctgcg tctggctggc tggcataaat atctcactcg caatcaaatt  
1801 cagccgatag cggaacggga aggcgactgg agtgccatgt ccggttttca acaaaccatg  
1861 caaatgctga atgagggcat cgttcccact gcgatgctgg ttgccaacga tcagatggcg  
1921 ctgggcgcaa tgcgcgccat taccgagtcc gggctgcgcg ttggtgcgga catctcggta  
1981 gtgggatacg acgataccga agacagctca tgttatatcc cgccgttaac caccatcaaa  
2041 caggattttc gcctgctggg gcaaaccagc gtggaccgct tgctgcaact ctctcagggc  
2101 caggcggtga agggcaatca gctgttgccc gtctcactgg tgaaaagaaa aaccaccctg  
2161 gcgcccaata cgcaaaccgc ctctccccgc gcgttggccg attcattaat gcagctggca  
2221 cgacaggttt cccgactgga aagcgggcag tgagcgcaac gcaattaatg taagttagct  
2281 cactcattag gcaccgggat ctcgaccgat gcccttgaga gccttcaacc cagtcagctc  
2341 cttccggtgg gcgcggggca tgactatcgt cgccgcactt atgactgtct tctttatcat  
2401 gcaactcgta ggacaggtgc cggcagcgct ctgggtcatt ttcggcgagg accgctttcg  
2461 ctggagcgcg acgatgatcg gcctgtcgct tgcggtattc ggaatcttgc acgccctcgc  
2521 tcaagccttc gtcactggtc ccgccaccaa acgtttcggc gagaagcagg ccattatcgc  
2581 cggcatggcg gccccacggg tgcgcatgat cgtgctcctg tcgttgagga cccggctagg  
2641 ctggcggggt tgccttactg gttagcagaa tgaatcaccg atacgcgagc gaacgtgaag  
2701 cgactgctgc tgcaaaacgt ctgcgacctg agcaacaaca tgaatggtct tcggtttccg  
2761 tgtttcgtaa agtctggaaa cgcggaagtc agcgccctgc accattatgt tccggatctg  
2821 catcgcagga tgctgctggc taccctgtgg aacacctaca tctgtattaa cgaagcgctg  
2881 gcattgaccc tgagtgattt ttctctggtc ccgccgcatc cataccgcca gttgtttacc  
2941 ctcacaacgt tccagtaacc gggcatgttc atcatcagta acccgtatcg tgagcatcct  
3001 ctctcgtttc atcggtatca ttacccccat gaacagaaat cccccttaca cggaggcatc  
3061 agtgaccaaa caggaaaaaa ccgcccttaa catggcccgc tttatcagaa gccagacatt  
3121 aacgcttctg gagaaactca acgagctgga cgcggatgaa caggcagaca tctgtgaatc  
3181 gcttcacgac cacgctgatg agctttaccg cagctgcctc gcgcgtttcg gtgatgacgg  
3241 tgaaaacctc tgacacatgc agctcccgga gacggtcaca gcttgtctgt aagcggatgc  
3301 cgggagcaga caagcccgtc agggcgcgtc agcgggtgtt ggcgggtgtc ggggcgcagc  
3361 catgacccag tcacgtagcg atagcggagt gtatactggc ttaactatgc ggcatcagag  
3421 cagattgtac tgagagtgca ccatatatgc ggtgtgaaat accgcacaga tgcgtaagga  
3481 gaaaataccg catcaggcgc tcttccgctt cctcgctcac tgactcgctg cgctcggtcg  
3541 ttcggctgcg gcgagcggta tcagctcact caaaggcggt aatacggtta tccacagaat  
3601 caggggataa cgcaggaaag aacatgtgag caaaaggcca gcaaaaggcc aggaaccgta  
3661 aaaaggccgc gttgctggcg tttttccata ggctccgccc ccctgacgag catcacaaaa  
3721 atcgacgctc aagtcagagg tggcgaaacc cgacaggact ataaagatac caggcgtttc  
3781 cccctggaag ctccctcgtg cgctctcctg ttccgaccct gccgcttacc ggatacctgt  
3841 ccgcctttct cccttcggga agcgtggcgc tttctcatag ctcacgctgt aggtatctca  
3901 gttcggtgta ggtcgttcgc tccaagctgg gctgtgtgca cgaacccccc gttcagcccg  
3961 accgctgcgc cttatccggt aactatcgtc ttgagtccaa cccggtaaga cacgacttat  
4021 cgccactggc agcagccact ggtaacagga ttagcagagc gaggtatgta ggcggtgcta  
4081 cagagttctt gaagtggtgg cctaactacg gctacactag aaggacagta tttggtatct  
4141 gcgctctgct gaagccagtt accttcggaa aaagagttgg tagctcttga tccggcaaac  
4201 aaaccaccgc tggtagcggt ggtttttttg tttgcaagca gcagattacg cgcagaaaaa  
4261 aaggatctca agaagatcct ttgatctttt ctacggggtc tgacgctcag tggaacgaaa  
4321 actcacgtta agggattttg gtcatgagat tatcaaaaag gatcttcacc tagatccttt  
4381 taaattaaaa atgaagtttt aaatcaatct aaagtatata tgagtaaact tggtctgaca  
4441 gttaccaatg cttaatcagt gaggcaccta tctcagcgat ctgtctattt cgttcatcca  
4501 tagttgcctg actccccgtc gtgtagataa ctacgatacg ggagggctta ccatctggcc  
4561 ccagtgctgc aatgataccg cgagacccac gctcaccggc tccagattta tcagcaataa  
4621 accagccagc cggaagggcc gagcgcagaa gtggtcctgc aactttatcc gcctccatcc  
4681 agtctattaa ttgttgccgg gaagctagag taagtagttc gccagttaat agtttgcgca  
4741 acgttgttgc cattgctgca ggcatcgtgg tgtcacgctc gtcgtttggt atggcttcat  
4801 tcagctccgg ttcccaacga tcaaggcgag ttacatgatc ccccatgttg tgcaaaaaag  
4861 cggttagctc cttcggtcct ccgatcgttg tcagaagtaa gttggccgca gtgttatcac  
4921 tcatggttat ggcagcactg cataattctc ttactgtcat gccatccgta agatgctttt  
4981 ctgtgactgg tgagtactca accaagtcat tctgagaata gtgtatgcgg cgaccgagtt  
5041 gctcttgccc ggcgtcaata cgggataata ccgcgccaca tagcagaact ttaaaagtgc  
5101 tcatcattgg aaaacgttct tcggggcgaa aactctcaag gatcttaccg ctgttgagat  
5161 ccagttcgat gtaacccact cgtgcaccca actgatcttc agcatctttt actttcacca  
5221 gcgtttctgg gtgagcaaaa acaggaaggc aaaatgccgc aaaaaaggga ataagggcga  
5281 cacggaaatg ttgaatactc atactcttcc tttttcaata ttattgaagc atttatcagg  
5341 gttattgtct catgagcgga tacatatttg aatgtattta gaaaaataaa caaatagggg  
5401 ttccgcgcac atttccccga aaagtgccac ctgaaattgt aaacgttaat attttgttaa  
5461 aattcgcgtt aaatttttgt taaatcagct cattttttaa ccaataggcc gaaatcggca  
5521 aaatccctta taaatcaaaa gaatagaccg agatagggtt gagtgttgtt ccagtttgga  
5581 acaagagtcc actattaaag aacgtggact ccaacgtcaa agggcgaaaa accgtctatc  
5641 agggcgatgg cccactacgt gaaccatcac cctaatcaag ttttttgggg tcgaggtgcc  
5701 gtaaagcact aaatcggaac cctaaaggga gcccccgatt tagagcttga cggggaaagc  
5761 cggcgaacgt ggcgagaaag gaagggaaga aagcgaaagg agcgggcgct agggcgctgg  
5821 caagtgtagc ggtcacgctg cgcgtaacca ccacacccgc cgcgcttaat gcgccgctac  
5881 agggcgcgtc ccattcgcca 
Klonierungsstelle des modifizierten pcDNA3Flag-Vektors 
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